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RESUMEN 
 
Contar con un protocolo de evaluación de plantas transgénicas en condiciones de 
campo es esencial en los programas de mejoramiento de yuca, ya que muchos de 
los caracteres originales o deseables del clon transformado pueden alterarse y la 
magnitud de la expresión de los transgenes introducidos puede variar 
considerablemente. Este protocolo propone una metodología de campo para la 
evaluación de clones transgénicos de yuca mediante la caracterización 
agromorfológica, pruebas moleculares y bioquímicas. Para ello los clones 
transgénicos de yuca 529-28 y 529-48, derivados del clon africano 60444, fueron 
utilizados. Estos clones fueron transformados con el gen ipt, derivado de 
Agrobacterium tumefaciens, bajo el control transcripcional del promotor del gen 
SAG12 de Arabidopsis thaliana, que se activa en hojas senescentes. El gen ipt 
codifica para la enzima Isopentenyl Transferasa, enzima involucrada en la síntesis 
de citoquininas, fitohormonas relacionadas con la longevidad y funcionalidad de 
las hojas, característica que puede incidir finalmente en el rendimiento de la 
planta. El análisis molecular de estos clones transgénicos confirmó la presencia y 
expresión del gen ipt en el clon 529-28, pero no en el clon 529-48. Para el clon 
transgénico 529-28 la expresión del gen ipt, tuvo efecto principalmente en los 
descriptores peso de follaje y longevidad foliar, lo cual se asoció con los mayores 
contenidos de zeatina detectados en sus hojas basales. Este comportamiento en 
el incremento de la biomasa del follaje y longevidad foliar no se tradujo en un 
mayor rendimiento del contenido de materia seca y peso de las raíces, por el 
contrario estos caracteres tuvieron una reducción inesperada, lo que indicaría que 
las hojas retenidas no aportaron fotosintatos para almacenamiento y por el 
contrario consumieron sustancias de reserva. No obstante la evaluación de estos 
clones en un ambiente de sequía podría demostrar la utilidad del gen ipt en el 
rendimiento. 
 XX
  
ABSTRACT 
 
A protocol of evaluation of transgenics plants under field conditions is essential in 
the cassava improvement programs, since many of the original or desirable 
characters of the transformed clone can lose temper and the magnitude of the 
expression of the introduced transgenes can vary considerably. This protocol 
proposes a field methodology for the evaluation of cassava transgenic clones by 
means of the agromorfologic characterization, molecular and biochemical tests. 
For it the cassava transgenic clones 529-28 and 529-48, derived of the African 
clone 60444, they were used. These clones were transformed with the gene ipt, 
derived of Agrobacterium tumefaciens, under the control transcripcional of the 
promoter of the gene SAG12 of Arabidopsis thaliana that is activated in senescents 
leaves. The gene ipt codes for the enzyme Isopentenyl Transferasa, enzyme 
involved in the cotiquininas synthesis, fitohormonas related with the longevity and 
functionality of the leaves, characteristic that can impact finally in the yield of the 
plant. The molecular analysis of these transgenics clones confirmed the presence 
and expression of the gene ipt in the clone 529-28, but not in the clone 529-48. For 
the transgenic clone 529-28 the expression of the gene ipt, had effect mainly in the 
describers foliage weight and longevity to foliate, that which associated with the 
biggest zeatin contents detected in its basal leaves. This behavior in the increment 
of the biomass of the foliage and longevity to be foliated didn't translate in a bigger 
yield of the content of dry matter and I weigh of the roots, on the contrary these 
characters had an unexpected reduction, what would indicate that the retained 
leaves didn't contribute fotosintates for storage and on the contrary they consumed 
reservation substances. Nevertheless the evaluation of these clones in an 
atmosphere of drought could demonstrate the utility of the gene ipt in the yield. 
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 1. INTRODUCCIÓN 
 
 
La yuca Manihot esculenta, Crantz es una planta originaria de América del sur 
(Olsen y Schaal, 2001) y se ha introducido con aceptación en muchos países en 
vías de desarrollo de la zona tórrida, donde, para agricultores y consumidores, 
especialmente de escasos recursos económicos, sus raíces con rico contenido de 
almidón constituyen una fuente de energía alimenticia, junto con el arroz, maíz y 
caña de azúcar (Cock, 1984), además es económica de producir. 
 
Existen varios reportes que indican que la retención de las hojas verdes por más 
tiempo en la planta podría ser importante para incrementar el rendimiento y/o la 
estabilidad de la producción en yuca (Cock et al 1979; El-Sharkawy, 1993 y 
2004,). En yuca, Lenis et al 2006 evaluaron la variación en la retención de hojas y 
su relación con la productividad de la yuca bajo irrigación y en condiciones de 
estrés hídrico, encontrando que los clones con la característica de retención foliar 
produjeron mas biomasa fresca y rindieron 33% mas materia seca en las raíces. 
Sin embargo, en la mayoría de las variedades, el período de retención de las hojas 
es más corto de lo deseado, lo cual reduce el potencial de producción de las raíces 
y hojas. La transformación genética de la yuca puede ayudar a revertir esta 
situación, probando la hipótesis de que un incremento en la longevidad de las 
hojas, resultaría en un incremento en el rendimiento de las raíces. La posibilidad 
de tener dos genotipos de yuca, uno esencialmente derivado del otro, que se 
diferencien sólo en el carácter de tiempo de retención de las hojas, es más factible 
mediante transformación genética. Así, esta estrategia ha permitido obtener 
plantas transgénicas que retienen las hojas verdes por más tiempo, una 
característica regulada por la expresión del gen ipt bajo el control transcripcional 
del promotor SAG12, cuya activación se realiza preferiblemente durante la 
senescencia (amarillamiento y caída de las hojas). El propósito de este trabajo, es 
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desarrollar una metodología para evaluar clones transgénicos de yuca bajo 
condiciones de campo, para ello se utilizaron los clones transgénicos 529-28 y 
529-48, derivados del genotipo modelo 60444, los cuales portan el gen ipt para 
retención foliar, en ellos se determinaron los posibles efectos fenotípicos producto 
de la expresión del transgén ipt, principalmente sobre aquellos relacionados con la 
producción y la posible variación somaclonal generada durante el proceso de 
transformación genética. 
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2. OBJETIVOS 
 
General:  
 
• Establecer una metodología para la evaluación agromorfológica, bioquímica 
y molecular de clones transgénicos de yuca (Manihot esculenta, Crantz) 
sembrados en campo, utilizando plantas que expresan el gen ipt de 
Agrobacterium tumefaciens para retención foliar. 
. 
Específicos: 
 
 Determinar el patrón de expresión del gen ipt, en órganos como hojas 
(hojas jóvenes y hojas basales), tallos y raíces de las plantas transgénicas. 
 
 Determinar el efecto de la expresión del gen ipt en la retención y longevidad 
foliar en los clones transgénicos de yuca. 
 
 Determinar el efecto de la expresión del gen ipt sobre los caracteres 
relacionados con rendimiento de raíces en los clones transgénicos de yuca. 
 
 Evaluar el efecto de la expresión del gen ipt en la composición hormonal de 
tejidos foliares y caulinares de los clones transgénicos de yuca. 
 
 Determinar si alguno de los caracteres evaluados en las plantas 
transgénicas fueron modificados por factores inherentes a la transformación 
genética per se (i.e., la variación somaclonal), distintos a los efectos 
atribuibles a la expresión del gen ipt.  
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3. MARCO TEORICO 
 
 
3.1 Descripción de la yuca Manihot esculenta, Crantz 
 
La yuca Manihot esculenta, Crantz es una planta originaria de América tropical, se 
ha asumido que su centro de origen es el norte de la amazonía de Paraguay y 
Brasil, se cree que fue domesticada en Brasil donde existe el mayor número de 
especies de Manihot y la mayor diversidad dentro de las diferentes especies. 
(Montaldo 1985, Cock 1984). El genero Manihot esta constituido por alrededor de 
180 especies, siendo la especie Manihot esculenta la de mayor importancia 
económica. 
 
Toda la descripción botánica se basa en el análisis de los caracteres morfológicos 
que cuando son constantes, permiten tipificar la especie. Sin embargo la expresión 
de muchas características es variable y profundamente influida por el ambiente. El 
efecto de interacción genotipo por ambiente es muy notable en el caso de la yuca, 
y resulta, por ejemplo, en que la arquitectura típica de una determinada variedad, 
en un ambiente específico, cambie drásticamente cuando la misma variedad es 
plantada en otra localidad. Esta interacción genotipo por ambiente dificulta la 
descripción morfológica de la especie, así como la descripción varietal. 
 
En términos generales la yuca es un arbusto leñoso perenne, que puede alcanzar 
hasta los 5 metros de altura, la ramificación es simpoidal y puede ser dicotómica, 
tricotómica o tetratómica y presentándose hasta 4 veces, lo que junto con su 
ángulo de ramificación, determina la arquitectura de la planta, los tallos son 
formados por la alternación de nudos y entrenudos, en la madurez son de 
constitución leñosa con médula parenquimatosa, el color de los tallos varía con la 
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edad de la planta y la variedad. Estos constituyen el material de propagación 
vegetativa de la planta.  
 
Las hojas son caducas, simples, palmeadas y lobuladas, siendo sus lóbulos de 
forma lineal, abobado o pandurado, en número de 3 a 9 lóbulos, el color de hojas 
desarrolladas puede ser desde violeta, verde oscuro a verde claro, son glabras, su 
pecíolo puede medir de 9 a 20 cm. de longitud. 
 
La yuca es una especie monoica (flores unisexuales masculinas y femeninas en 
una misma planta), de polinización cruzada, su floración esta muy influenciada por 
el ambiente en cuanto al tiempo de la floración y la cantidad de flores producidas, 
las flores se producen en inflorescencias arregladas en racimos y son de 
estructura sencilla, pues no presentan cáliz ni corola, sino más bien una estructura 
indefinida denominada periantio compuesto de cinco tépalos. La flor masculina 
presenta pedicelo recto y muy corto, en el interior de la flor masculina se 
encuentra un disco basal dividido en 10 lóbulos y en sus puntos de separación 
nacen 10 filamentos que sostienen las anteras, la flor femenina es de pedicelo 
largo y grueso y es ligeramente mas grande que la flor masculina, en su interior 
tiene un disco menos lobulado que el de la flor masculina, el cual descansa sobre 
la pared del ovario, el ovario es súpero dividido en tres carpelos conteniendo cada 
uno un óvulo individual, sobre el ovario se encuentra un estilo muy pequeño que 
da origen a un estigma compuesto de tres lóbulos ondulados y carnosos. 
 
El fruto es una cápsula dehiscente y trilocular, de forma ovoide a globular, de 1.0 a 
1.5 cm de diámetro, con seis aristas longitudinales. Al interior de cada lóbulo hay 
una semilla de forma ovoide- elipsoidal, de color café con moteado gris y provista 
de carúncula. 
 
El sistema radical de plantas provenientes de semilla sexual esta constituido por 
una raíz primaria pivotante y varias de segundo orden, si la planta proviene de 
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estacas las raíces son adventicias. El sistema radical esta constituido por raíces 
tuberosas de almacenamiento que acumulan almidón, pedunculadas o séciles y 
raíces fibrosas de penetración profunda, la forma de las raíces puede ser 
cilíndrica, fusiforme o cónica o de formas intermedias, la textura de la epidermis 
puede ser lisa o rugosa, de color de café claro a café oscuro y con pulpa de color 
blanco a rosa (Ceballos y De la Cruz, 2002). 
 
La yuca es poliploide, posiblemente de origen alotetraploide, aunque su genoma 
parece diploidizado (Fregene et al, 1997), y es altamente heterocigoto, aunque no 
parece haber barreras para la autopolinización (Kawano et al 1978). El número de 
cromosomas es 4X = 36. El mapa genético de ligamiento más reciente muestra 18 
pares de grupos (grupos de ligamiento A hasta Q; cada par formado por un grupo 
femenino y otro masculino). Además muestra cuatro grupos extra (tres femeninos 
y uno masculino) que aún no han sido ligados a los grupos A-Q (Mba et al 2001). 
 
3.2 Generalidades fisiológicas de la yuca Manihot esculenta, Crantz  
 
Por su extraordinaria habilidad para sobrevivir en ambientes adversos, la yuca 
juega un papel importante en la seguridad alimentaria de los países en desarrollo. 
La yuca puede tolerar períodos de sequía de más de tres meses, en áreas con 
menos de 400 mm de precipitación. En ambientes donde otros cultivos fallan, la 
yuca puede aun producir 3-4 t de raíz seca por ha (El-sharkawy, 1993). Esto se 
debe a las características especiales de la yuca que le permiten permanecer 
fotosintéticamente activa, aún en períodos de sequía.  
 
La tasa neta de absorción de CO2 en yuca fluctúa entre 35-45 µmol CO2 m-2 s-1, 
dependiendo del genotipo. Las tasas óptimas se obtienen a una temperatura entre 
25 y 35°C, alta luminosidad y humedad. En condiciones óptimas de humedad el 
punto de saturación de luz en la yuca es mayor de 1800 mmol m-2 s-1, sin embargo 
cuando se presentan condiciones de estrés hídrico el punto de saturación es 
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menor. Por otro lado, las características del intercambio gaseoso en el haz de la 
hoja de yuca en aire libre de CO2 son muy similares a las  de maíz (C4, bajo punto 
de compensación y que no libera CO2 en condiciones de iluminación), estas 
características indican que la yuca puede ser una especie intermedia entre las 
plantas C3–C4, por lo tanto posee las enzimas para la fijación de CO2, RUBISCO 
(1,5 Ribulosa bisfosfato carboxilasa-oxigenasa) y PEPC (fosfoenol piruvato 
carboxilasa). Sin embargo la yuca no posee la anatomía Krantz, característica de 
la ruta C4, las células que rodean los haces vasculares contienen abundantes 
cloroplastos pero sus paredes no son gruesas, lo cual indica que la yuca tiene las 
enzimas requeridas para la fotosíntesis C4 pero no ha desarrollado la anatomía 
apropiada para su expresión plena (Tofiño A. y López Y., 2005).  
 
El índice de área foliar (IAF: definido como el área total de hojas de la planta por el 
área ocupada en el suelo por la planta) aumenta entre los 3 y 6 meses de edad del 
cultivo y luego baja gradualmente a medida que las hojas viejas caen debido a la 
falta de luz en la parte basal del dosel y a que la tasa de formación de hojas 
disminuye (Rosas et al., 1976; Cock y El-Sharkawy, 1988). En la yuca, el IAF 
máximo oscila entre 4 y 8 dependiendo del cultivar, sin embargo varía de acuerdo 
con la disponibilidad de agua (Mejía de Tafur et al., 1997), condiciones 
atmosféricas y edáficas que prevalecen durante el crecimiento del cultivo (El 
Sharkawy y Cock, 1987), además el número total de hojas producidas por la 
planta, su longevidad y capacidad fotosintética son características varietales, 
profundamente influidas por las condiciones ambientales (Ceballos y De la cruz, 
2002). La alta capacidad fotosintética y el extra-óptimo IAF le ayudan a la planta a 
ser productiva en condiciones adversas, reasumiendo el crecimiento rápidamente 
después que termina el estrés por sequía. La sequía incrementa el índice de 
cosecha por que la biomasa aérea retarda más su crecimiento que la subterránea, 
la raíz. La elevada tasa fotosintética de las hojas de yuca, junto a la retención de 
las mismas en períodos de estrés por sequía, han sido identificados como 
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características que le permiten a la planta permanecer productiva durante el estrés 
hídrico (El-Sharkawy, 2004).  
 
En la mayoría de las variedades de yuca el período de vida de las hojas es más 
corto de lo deseado, lo cual conlleva a IAFs sub-óptimos, lo que a su vez causa 
rendimientos menores, especialmente en variedades que no ramifican (Jennings 
e Iglesias, 2002). Además, algunas variedades pierden hojas que reemplazan 
constantemente en un proceso que requiere la utilización de productos derivados 
de la fotosíntesis (azúcares, aminoácidos, etc), compitiendo con la acumulación de 
estos metabolitos en la raíz, reduciendo el rendimiento. En la yuca, contrariamente 
a los cereales, en los que el desarrollo reproductivo sigue al desarrollo vegetativo, 
los metabolitos de la fotosíntesis tienen que ser dirigidos hacia el crecimiento de 
las hojas (fuente) y la raíz (reserva) simultáneamente. Datos experimentales 
indican que la producción de raíces está correlacionada con el período de vida de 
las hojas (Lian, 1987) y, por ende, uno de los objetivos primordiales en el 
mejoramiento de la yuca es incrementar el período de vida de las hojas a más de 
100 días, con resultados poco promisorios hasta el momento. En las regiones 
semiáridas, donde el ciclo de cultivo de yuca puede durar 18 meses, la mayoría de 
las plantas dejan caer sus hojas durante la estación seca. La producción de 
nuevas hojas conlleva a un considerable detrimento en la calidad de la raíz. En 
estas regiones, el ideal es incrementar el umbral de la senescencia de las hojas 
(El-Sharkawy, 2004).  
 
La yuca es un cultivo conservador del agua comparado con otros cultivos, sin 
embargo, hay variedades que se adaptan mejor que otras a la sequía. Un 
mecanismo de defensa de la planta al déficit de agua; es reducir su pérdida por 
unidad de área, esto lo logra incrementando la resistencia al flujo de agua en el 
trayecto entre el suelo y la atmósfera, reduciendo la conductancia estomática, lo 
que disminuye también la pérdida de agua por transpiración; aquí es donde los 
estomas juegan un papel importante en la economía de agua, pues a diferencia de 
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la pérdida de hojas, el cierre estomático no incluye el sacrificio de las reservas ya 
asimiladas y elaboradas como potencial para la producción de nuevo follaje. Los 
estomas parecen reaccionar directamente a los cambios de humedad en el aire, 
cerrando los estomas cuando el aire está seco, reduciendo la pérdida de agua a 
casi cero, mucho más rápido que otros cultivos, lo que mejora la eficiencia del uso 
del agua del suelo que puede ser consumida mas lentamente, maximizando la 
eficiencia en su uso (El-Sharkawy and Cock, 1984, 1987; Mejía de Tafur, 2002). 
 
3.3 La senescencia vegetal 
 
La senescencia vegetal es la fase final del desarrollo reproductivo y/o vegetativo 
de un órgano o de la planta completa, y es esencial para el desarrollo normal 
reproductivo y vegetativo, como también para responder al estrés ambiental. La 
senescencia es un tipo de muerte celular programada, o universalmente conocida  
como “programmed cell death” (PCD) o apoptosis, es un proceso dependiente de 
energía y altamente regulado por distintos genes (Van Doorn. et al. 2004, 
Gutierrez, 2006) .Incluye aquellos procesos fisiológicos, bioquímicos y 
estructurales genéticamente regulados de la muerte de células no deseadas que 
afecta todos los tejidos vegetales y termina con la muerte de éstos o la abscisión 
de órganos. Aunque el comienzo de la senescencia está bajo el control de genes 
específicos, su origen también puede tener causas en: la relación establecida 
entre órganos de una misma planta, bien sea compitiendo éstos por luz, espacio, 
translocación de nutrientes y reguladores de crecimiento. También depende de los 
factores externos o ambientales como la luz recibida (calidad y duración de la 
radiación), el régimen de temperaturas (temperaturas extremas causan un daño 
estructural o metabólico), el estado hídrico del entorno (por inundaciones o 
sequías) (Chavez M.M. et al., 1991), el estado nutricional de la planta (la carencia 
o toxicidad de algunos elementos, principalmente aquellos móviles, pueden 
provocar senescencia y abscisión de órganos) y la presencia de patógenos 
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(ciertos hongos tipo mildeos de cereales pueden retardar o acelerar la 
senescencia localizada de los tejidos) (Thomas & Stoddart, 1980). 
 
La muerte selectiva de las células, tejidos y órganos es un aspecto del desarrollo y 
supervivencia de la planta, por ejemplo, la senescencia remueve células 
reciclando mucho de su carbono, nitrógeno y fósforo, también es importante al 
contribuir a la formación de tejidos como el aerénquima (en condiciones de hipoxia 
o anoxia) que permite la difusión mas rápida de oxígeno de los brotes hacia las 
raíces (Salisbury and Ross, 1992), en ciertos eventos de la reproducción de las 
plantas como la eliminación del suspensor del embrión durante el desarrollo 
(embriogénesis). En cereales las células del endospermo fécula mueren 
reteniendo su contenido, las células de la aleurona mueren una vez hayan 
cumplido con su función secretora de enzimas hidrolíticas para digerir el 
endospermo durante la germinación (Yeung and Meinke, 1993), en la eliminación 
de las células primordiales de estambres en flores femeninas (Dellaporta and 
Calderon, 1994), en la eliminación de tres de las cuatro megasporas durante 
formación del saco embrionario para dar lugar a la formación del huevo y otros 
componentes del saco embrionario (Bell, 1996), en la muerte de la sinérgida y 
antípodas durante la doble fecundación, formación de la zona de abscisión, 
también en procesos de adaptación como perforaciones en hojas y formación de 
lóbulos, en la diferenciación de elementos traqueales del xilema (xilogénesis) 
(Fukuda, 1997), la cubierta de células de la epidermis de la raíz que protegen al 
meristemo apical durante la germinación. Existen factores ambientales tanto 
bióticos como abióticos que pueden desencadenar la senescencia, como la 
respuesta hiper-sensible al ataque de patógenos (Gutierrez, 2001, Levine et al., 
1996), (http://www.colpos.mx/interac/seminarioprima.doc), causando muerte 
celular. 
 
La senescencia es un concepto de gran importancia en la producción vegetal, en 
cuanto a que una mayor duración de los órganos puede traer potenciales 
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beneficios, antes o después de la cosecha, por ejemplo: menor precocidad en la 
maduración poscosecha de los frutos climatéricos reduce el comienzo de la 
senescencia por acumulación de etileno, lo que prolonga su tiempo de mercadeo 
(Klee et al., 1991), o un retrazo en la senescencia de las hojas puede prolongar la 
vida post-cosecha de muchas hortalizas de hoja (McCabe et al., 2001), 
manteniendo una mayor área fotosintética e incrementando la acumulación de 
materia seca, en especies forrajeras pueden aumentar la cantidad y calidad 
nutricional del forraje (Kingston et al., 2002).  
 
3.4 La senescencia foliar  
 
La senescencia es el último estadío en el desarrollo ontogénico de una hoja y está 
bajo el control conjunto de genes específicos, tanto nucleares como cloroplásticos 
(Thomas and Stoddart, 1980; Gepstein, 2004; Zapata J. M. et al., 2005). 
Muchos de los “genes asociados a la senescencia” codifican hidrolasas, o enzimas 
involucradas en la síntesis de aminoácidos exportables (v.g., Asparagina), pero 
otros tienen un rol regulador. http://www.safv.com.ar/Giamet101004.pdf. 
 
El primer síntoma distintivo de la senescencia foliar es la perdida gradual del color 
verde del follaje y su capacidad fotosintética, debido al desmantelamiento de los 
cloroplastos, acompañado de la degradación de las proteínas incluyendo muchas 
enzimas, de la clorofila, reducción de síntesis de RNA y transporte de nutrientes 
hacia las hojas. El proceso de la senescencia foliar comprende básicamente un 
período inicial donde se reciclan o redistribuyen los nutrientes, e implica 
principalmente la degradación de los cloroplastos y la exportación del N y otros 
nutrientes liberados hacia otros órganos de reserva y un proceso final de muerte 
celular una vez que la redistribución de nutrientes ha sido completada. (Zavaleta-
Mancera H.A. et al., 1999).  
En la mayoría de las especies, antes de la abscisión de las hojas, flores o frutos, 
se forma una zona de abscisión o capa de abscisión. En las hojas el mecanismo 
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de la caída comienza cuando en la base del pecíolo, y de forma transversal, 
aparece una zona de abscisión, formada por una capa de corcho reforzada, capa 
separadora que no atraviesa los vasos leñosos. La zona de abscisión consta de 
una o más capas de células parenquimatosas de paredes delgadas producidas en 
las divisiones anticlinales a través del pecíolo (Salisbury et al., 2000). Las células 
de la capa de abscisión muestran sensibilidad al etileno, el cual se eleva a niveles 
críticos en células senescentes particularmente aquellas distales a la zona de 
abscisión, a niveles de aproximadamente de 1 nl/g-1 hr-1. Luego sigue una serie de 
respuestas bioquímicas y fisiológicas como gelificación de células y obstrucción de 
vasos, como respuesta a este etileno en las células de la zona de abscisión y en la 
capa de células no senescentes inmediatamente bajo la zona, la cual culmina con 
al separación de las células en la capa de abscisión. Al desprenderse la hoja deja 
una cicatriz recubierta de corcho y en muchas hojas compuestas cada folíolo 
forma una capa de abscisión. (Jean-Prost, 1970, Wareing and Phillips, 1978) 
 
La senescencia foliar está regulada por un balance hormonal entre los niveles de 
citoquininas y etileno, y se caracteriza por la transición entre la asimilación de 
nutrientes y la movilización de éstos. Es por ello que las citocininas se usan 
comercialmente para mantener más tiempo el color verde de las hojas de 
hortalizas hasta que se consuman. El ácido abscísico ABA también participa en la 
respuesta de las plantas al estrés hídrico, promoviendo el cierre estomático y bajo 
estrés severo la senescencia de las hojas, bien sea por efecto propio o 
favoreciendo la biosíntesis de etileno, además de cumplir con funciones 
regulatorias en la iniciación y mantenimiento de la dormancia de semillas 
(promoviendo la tolerancia a la desecación del embrión y acumulación de 
reservas) y botones florales, influye en otros aspectos del desarrollo vegetal por 
interacción, usualmente antagonista, con auxinas, citocininas y giberelinas. 
www.biologia.edu.ar. El etileno es el principal regulador de la abscisión de hojas 
y frutos, estimulando la síntesis y secreción de enzimas hidrolizantes de 
polisacaridos que degradan la pared celular tales como celulasas y pectinasas, 
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este proceso se ve favorecido cuando el etileno esta en mayor proporción que las 
auxinas. 
 
Aunque la característica de senescencia foliar puede tener un origen genético 
(stay green) (Thomas and Smart, 1993), la longevidad o tiempo de duración de 
una hoja con un patrón normal de senescencia, puede ser alterada por las 
condiciones ambientales tanto bióticas como abióticas, durante el ciclo de la 
planta, por ejemplo el estado de la nutrición nitrogenada de la planta, en cereales 
el nitrógeno del grano es obtenido del tejido vegetativo, cuyo estado depende del 
nitrógeno tomado por la planta (Crafts-Brandner et al., 1998; Pan et al., 1986; 
Borrell et al., 2001), las hojas basales de las plantas en cultivo, generalmente 
senescen y se desprenden cuando estas son sombreadas por las hojas superiores 
del dosel, esta reacción de la planta se debe a que estas hojas aportan poco o 
nada de fotosintatos y por el contrario necesitan consumir fotosintatos para 
respirar y además transpiran agua, por lo que la planta se adapta al medio, 
reciclando sus nutrientes y desprendiendo estas hojas (Monsi M., 1973). 
 
No obstante el proceso de la senescencia puede ser reversible en vegetales 
mediante tratamientos como: eliminación de flores o frutos, (Salisbury et al., 
2000), aplicación exógena de citoquininas (Badenoch-Jones et al., 1996), 
aspersión del follaje con nitrato de amonio y manejo de la cantidad de luz que 
reciben las hojas (Vonshak and Richmond, 1975). 
 
3.5 Bases moleculares de la senescencia foliar 
 
La senescencia foliar es el último estado de desarrollo que precede a la muerte, 
siendo un proceso genéticamente programado y regulado por genes específicos, 
tanto cloroplásticos como nucleares. La expresión de muchos genes asociados a 
la actividad fotosintética y otros procesos anabólicos son atenuados durante la 
senescencia, mientras que otros son intensamente expresados. Estos genes 
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sobre expresados se han clonado a partir de sus RNAs mensajeros y son 
llamados comúnmente como genes asociados a la senescencia o SAGs, ellos 
codifican proteínas incluidas proteasas, nucleasas, enzimas movilizadotas de 
lípidos, carbohidratos y nitrógeno, proteínas de respuesta a estrés y reguladores 
transcripcionales (Buchanan-Wollaston, 1997; Gpstein et al., 2003) .  
 
Sin embargo no se puede asumir que todos los genes SAGs responderán a la 
senescencia  inducida por estrés u hormonas, porque la senescencia inducida de 
esta forma no es idéntica a la senescencia mediada por la edad. Tampoco se 
puede asumir que todos los genes clonados como SAGs están involucrados en la 
regulación o procesos catabólicos del síndrome de la senescencia, por que la 
senescencia regularmente se piensa como estrés celular y algunos SAGs pueden 
funcionar inicialmente en la protección de las células senescente contra el estrés 
(Weaver et al., 1998). 
 
La senescencia foliar es un proceso altamente regulado y es influenciado por 
varios factores internos y externos, incluido la oscuridad. Fujiki et al., 2001, en 
Arabidopsis thaliana clonaron cinco cDNA (din2, din6, din9, din10 y din11), 
correspondientes a genes transcritos en hojas mantenidas en la oscuridad, estos 
cDNA codifican para proteinas similares a β-glucosidasa (din2), asparagina 
sintetasa (din6), fosfomanosa isomerasa (din9), proteína de imbibición de semilla 
(din10) y 2-oxoacido dependiente dioxigenasa (din11), para los cuales se 
determinaron que su expresión dependía parcialmente del nivel de azúcar en la 
células, la cual en las concentraciones presentadas en hojas verdes funcionales, 
suprime la acumulación de transcriptos din. Resultados similares se encontró con 
el gen asociado a la senescencia sen1, el cual también es fuertemente transcrito 
en la oscuridad y por estímulo del acido abscísico y su transcripción y la expresión 
de su promotor fue altamente suprimida por la adición de sacarosa, glucosa o 
fructuosa a concentraciones fisiológicas (Chull Ch. et al.1997). 
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3.6 El comportamiento stay green  
 
Stay green es el término general dado a una variante en la cual la senescencia es 
retardada comparado con un genotipo estándar de referencia. Existen cinco 
formas de fenotipos stay green: En el tipo A de comportamiento stay green la 
senescencia es iniciada tarde, pero entonces sucede a una tasa normal, en este 
tipo hay una correlación muy estrecha entre contenido de clorofila y capacidad 
fotosintética. En el tipo B, la senescencia se inicia de manera normal en el tiempo 
pero a una tasa reducida o más lentamente. Los tipos A y B son funcionalmente 
stay green y puede presentarse después de la alteración de genes involucrados 
en el tiempo de iniciación de la senescencia y la regulación de su tasa de 
progreso, respectivamente. En estos dos tipos de comportamiento stay green se 
continúa fotosintetizando y los cultivos pueden experimentar un incremento en sus 
rendimientos. En el tipo C el tejido retiene la clorofila mas o menos 
indefinidamente, probablemente por alteración de los genes reguladores del 
catabolismo de la clorofila como el gen sid (Hauck B. et al., 1997; Macduff et al., 
2002), pero la fotosíntesis tiene un patrón normal de reducción, probablemente por 
que la degradación de Rubisco y otras proteínas solubles del estroma suceden 
normalmente. Los tipos A, B y C corresponden al comportamiento en tejidos 
viables, comparado con el tipo D de comportamiento stay green, que corresponde 
a especimenes de herbario o alimentos congelados, los cuales se conservan 
verdes por ser rápidamente muertos en cosecha. Últimamente, un quinto tipo de 
comportamiento stay green fue reportado, Tipo E, donde el contenido de clorofila 
es mas alto de lo normal, siendo el tejido, de color verde intenso aún en la 
madurez, pero la capacidad fotosintética puede seguir el patrón normal (Figura 1) 
(Thomas H. and Smart C. M., 2000). De los cinco tipos de comportamiento stay 
green, solo los Tipo A y B son funcionales y que pudieran tener potenciales 
beneficios en el mejoramiento de la cantidad y calidad de los productos agrícolas.  
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Figura 1. Clasificación de las diferentes formas de comportamiento stay green del 
follaje, en función del contenido de clorofila y la actividad fotosintética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Thomas H. and Smart C. M., 2000 
 
Este tipo de variación natural en la característica de retardo en la senescencia 
foliar ha sido asociada a la reducción en ataques de patógenos y a un mejor 
llenado y rendimiento de granos bajo estrés. En sorgo se han obtenido 
correlaciones positivas significativas (r=0.75) entre la característica stay green de 
plantas sometidas a sequía post-floración y rendimiento en grano Por lo tanto, la 
característica stay green es explotada en los programas de mejoramiento de los 
cultivos como sorgo (Mahalakshmi and Bidinger, 2002), en el que es una 
característica valiosa para mejorar la adaptación de genotipos a condiciones de 
estrés por sequía postfloración en el llenado y la madurez del grano.  
 
Una mayor duración de la hoja verde durante el llenado de granos en sorgo, 
parece ser producto de la combinación de tres distintos factores: área verde de la 
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hoja durante la floración, tiempo de comienzo de la senescencia y la tasa a la que 
transcurre la senescencia. Los genotipos stay green continúan el llenado de 
granos normalmente bajo sequía y exhiben una incremento en la resistencia a la 
pudrición por carbón, además contienen mas citoquininas y azúcares en los tallos 
que los genotipos senescentes, esta mayor acumulación de azúcares solubles en 
los genotipos stay green esta asociada con una mayor área de hoja funcional 
durante el llenado de grano, por lo tanto reducen su dependencia de los 
asimilados del tallo para el llenado de grano. Sin embargo este comportamiento 
stay green funcional, depende en gran medida del estado de la nutrición 
nitrogenada de la planta, durante la senescencia las proteínas son degradadas y 
los aminoácidos son transportados fuera de la hoja hacia otra parte de la planta 
(Van Oosterom et al., 1996; Borrell et al., 2000).   
 
En yuca, Lenis J.I., et al., 2006, evaluaron la variación en retención de hojas y su 
relación con la productividad bajo condiciones de irrigación y estrés, encontrando 
que los clones con retención foliar produjeron una mayor cantidad de biomasa 
fresca y rindieron 33% más de contenido de materia seca en las raíces, que las 
plantas sin la característica, sin que esta mayor retención de hojas fuera a 
expensas de las reservas de la raíz.  
 
La característica stay green también puede modificar la distribución temporal de la 
actividad reproductiva. Gwathmey et al., 1992, determinaron en genotipos de fríjol 
caupí Vigna unguiculata (L.) Walp. con la característica de retardo en la 
senescencia foliar DLS (delayed-leaf-senescence), que estos genotipos producían 
por dos temporadas vainas comparados con la típica distribución reproductiva 
monomodal de los genotipos senescentes. Después de la primer temporada de 
producción de vainas se lograba una alta tasa de supervivencia foliar de 53 a 98%, 
con lo que las plantas podrían entrar en producción por segunda vez, generando 
estas dos temporadas un mayor rendimiento final.  
 
 17
3.7 El gen ipt de Agrobacterium tumefaciens  en la biosíntesis de citoquininas 
 
Agrobacterium tumefaciens es una bacteria patógena de un amplio rango de 
plantas dicotiledóneas y es causante de la enfermedad agalla de la corona, (De 
Cleene & De Ley, 1976; Escobar and Dandekar, 2003), esta bacteria lleva a 
cabo la infección mediante la transferencia de un fragmento de ADN (ADN-T) de 
un plásmido virulento llamado Ti al genoma vegetal. El ADN-T insertado contiene 
principalmente genes que codifican para la síntesis de fitohormonas tipo 
citoquininas y auxinas, y genes codificadores de enzimas que causan que la 
planta produzca aminoácidos especializados llamados opinas, que son una fuente 
de energía específica para A. tumefaciens. De los genes de la síntesis de 
fitohormonas se han identificado los loci tmr, tms y tml, que afectan la morfología 
del tumor (Ream L.W., 1983). Posteriormente se determinó que el locus tmr 
codifica para la enzima de 27-kDa llamada ∆2-isopentenyl pyrophosphate:5'-AMP 
∆2 isopentenyltransferase, conocida como isopentenyl transferasa (ipt), la cual 
cataliza el paso inicial en la biosíntesis de citoquininas, el producto de esta 
reacción es isopentenyladenosina 5’ monofosfato (iPMP), la cual por 
defosforilación es rápidamente convertida a citoquininas tipo Isopentenyl como la 
isopentenyladenina (iP), (Barry G.F., 1984; Akiyoshi et al., 1984; Golberg et al., 
1984) la cual es precursor de la citoquinina trans-zeatina. 
 
Desde que se establecieron las bases (Akiyoshi D. E. et al., 1983) y se determinó 
el producto de la expresión del gen ipt, este se ha utilizado para varios propósitos 
ligándose a varios tipos de promotores inducibles por factores físicos 
(temperatura, luz), químicos (antibióticos) o propios de eventos fisiológicos de la 
planta (senescencia) (Walden et al., 1997). Uno de los promotores más estudiado 
ligado al gen ipt ha sido el de un gen asociado a la senescencia PSAG12, de 
Arabidopsis thaliana, el cual es responsable de la regulación específica de la 
senescencia, transcribiéndose abundantemente en hojas senescentes (Lohman 
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et al., 1994), este promotor contiene al menos dos regiones que son importantes 
para su completa actividad (Sun-Noh and Amasino, 1999). 
 
Dado los efectos fisiológicos de las citoquininas, se ha hecho intentos de 
incorporar el gen ipt a especies comerciales, en las cuales la senescencia 
producida por factores externos o propios de la planta, es considerada como un 
factor limitante. Gan y Amasino, 1995, probaron el constructo PSAG12::ipt, en 
transformación genética de tabaco y establecieron un sistema autoregulatorio 
activado, en el comienzo de la senescencia.  El promotor SAG 12, altamente 
específico de la senescencia, puede activar la expresión del gen ipt cuyo producto 
es la enzima isopenteniltransferasa, la cual incrementa el contenido de la 
citoquinina isopentenil adenina a un nivel que previene la senescencia de las 
hojas, luego sin estímulo de la senescencia se atenúa la expresión del promotor 
SAG12 para prevenir la sobreproducción de citoquininas (Figura 2). Los efectos de 
la expresión regulada del gen ipt se reflejaron en un significativo retraso en la 
senescencia foliar acompañado de una prolonga actividad fotosintética, lo que 
produjo un incremento del 50% en el peso seco de la planta y en la producción de 
semillas, como también un mayor número de flores. Además se estableció por 
medio de injertos recíprocos entre plantas  PSAG12::ipt y plantas control que no 
hubo translocación de la enzima isopenteniltransferasa y/o de sus productos 
sintetizados. Este mismo constructo más el gen de selección nptII se empleó en la 
transformación de plantas de yuca como se describirá en la sección de materiales 
y métodos. 
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Figura 2. Sistema autoregulatorio de inhibición de la senescencia, conformado por 
el promotor SAG12 de Arabidopsis thaliana y el gen ipt de Agrobacterium 
tumefaciens que codifica para la enzima Isopentenil transferasa, involucrada en la 
síntesis de citoquininas.  
 
 
 
Gan and Amasino, 1995. 
 
Swartzberg et al., 2008, transformaron plantas de tomate con el constructo 
PSAG12::ipt y PSAG13::ipt, luego de determinar que el patógeno Botrytis cinerea, 
como parte de su modo de acción es inducir la senescencia de las hojas al 
producir ABA, y de modo acentuado en hojas senescentes, encontrando que el 
patógeno al inducir la senescencia, induce la expresión del promotores SAG12 y 
SAG 13 y estos controlan la expresión del gen ipt, produciendo citoquininas y 
retardando la senescencia de las hojas, de este modo se reducen los síntomas de 
la enfermedad.  
 
Mc Cabe et al., 2001, utilizó la construcción PSAG12::ipt en transformación genética 
de lechuga, en la cual el deterioro poscosecha de sus hojas es un factor crítico en 
la calidad del producto, encontrando diferencias significativas en plantas T1 
(homocigóticas para el transgén) en el retardo de la senescencia de las hojas y en 
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la retención de clorofila de las hojas basales 60 días post siembra y aún después 
de 7 días de cosechadas las plantas.  
 
Chang et al., 2003, insertaron también el constructo PSAG12::ipt en la especie 
ornamental Petunia x hybrida cv 26, encontrando un retraso significativo de la 
senescencia de las flores luego de la polinización, producto de una reducción 
considerable en la expresión del gen Phaco1 relacionado con la biosíntesis del 
etileno, una reducción en los niveles de ABA, (fitohormonas relacionadas con la 
senescencia de los tejidos) acompañado de un incremento en la acumulación de 
citoquininas. 
 
Estudios fisiológicos de las citoquininas se han llevado a cabo con este transgén. 
Smart, 1991, utilizando el gen ipt ligado a un promotor de soya HS6871 inducible 
por choque térmico, observó  en plantas de tabaco el efecto de las citoquininas en 
el mantenimiento de la longevidad de las hojas y en el rompimiento de la 
dominancia apical. Guivarc’h et al., 2002, utilizando el promotor específico de 
yemas axilares BICK62, logró expresar el gen ipt en plantas de tabaco 
observando significativas alteraciones morfológicas como la tuberización de las 
yemas axilares. También se han obtenido otras respuestas morfogénicas de 
interés con la expresión del gen itp cuando este se ha ligado a promotores 
específicos del ciclo celular. He et al., 2005, sobre la base de que las citoquininas 
en la planta se producen también en órganos aéreos (Faiss et al., 1997) y actúan 
en etapas específicas del ciclo celular, determinaron en plantas de Arabidopsis 
transformadas con el gen ipt, los efectos del control de los promotores de 
Arabidopsis PCycB y PcycD3 específicos del ciclo celular; entre los efectos 
encontrados en las plantas se determinó que estas tuvieron un desarrollo normal 
pero con un incremento en el crecimiento y tamaño final de algunos órganos como 
raíces, flores y hojas, caracterizados por tener un mayor número de células, lo que 
podría ser de utilidad en mejoramiento vegetal. 
 
 21
El gen ipt ha sido de utilidad en estudios de los aspectos de la biosíntesis de 
citoquininas relacionados con las rutas de síntesis, tipos de citoquininas creadas e 
inactivación de estas sustancias (Åstot et al., 2000; Redig et al., 1996; Motika et 
al., 1996).  
 
3.8 La biosíntesis de citoquininas 
  
Hay tres tipos principales de familias de citoquininas naturales: la zeatina, iso-
pentenil adenina y dihidro-zeatin (Figura 3). Todas ellas derivados de adenina N6-
sustituida y difieren solamente en la composición de la cadena lateral la cual 
confiere su actividad biológica. Interconversiones con y entre familias pueden 
ocurrir, e.g., ribotida ⇔ ribosida ⇔ bases libres con cada familia, y tipos  iso- 
pentenil adenina → tipos zeatina → tipos dihidrozeatin entre familias (Mac Gaw, 
1988). Tales modificaciones pueden proporcionar la regulación del nivel de 
actividad biológica de las citoquininas porque las bases libres pueden ser las 
formas más activas de citoquininas de cada familia (Laloue and Pathe, 1982).  
 
Figura 3. Formas activas de las principales citoquininas naturales trans-zeatina, 
Dihidrozeatina e Isopentenil adenina. 
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El catabolismo de las citoquininas tiene lugar principalmente por conjugación, 
convirtiéndose a formas inactivas como: ribonucleótidos, ribonucleótidos o 
glicósidos (Figura 4), esta última constituyen la principal forma de 
almacenamiento de citoquininas. Cuando las hojas alcanzan el máximo desarrollo, 
las citocininas son glicosiladas y luego exportadas vía floema a otros órganos, 
como los frutos. También las citoquininas pueden degradarse a adenina o sus 
derivados por acción de la citoquinina oxidasa que remueve la cadena lateral 
responsable de su actividad. 
Figura 4. Inactivación de citoquininas por conversión a ribonucleósidos, 
ribonucleótidos y glucósidos, que regula su actividad biológica.  
 
 
 
 
 
 
El paso inicial en la biosíntesis involucra la adición de una cadena lateral de iso-
pentenil a 5’-AMP en la reacción iso-pentenil pirofosfato + 5’-AMP → iso-pentenil 
adenina ribótida + pirofosfato (Chen and Melitz, 1979). Estos mismos sustratos 
que participan en la reacción inicial de la síntesis de citoquininas para A. 
tumefaciens, se han reportado en Arabidopsis thaliana, junto con ATP y ADP, 
sustratos para los cuales se han determinado 6 enzimas: IPT1, IPT3, IPT4, IPT5, 
IPT7 e IPT8. Todas estas enzimas ipt tienen en común un sustrato, el iso-pentenil 
y afinidad por uno o varios sustratos de adenina, estas reacciones generan una 
amplia variedad de citoquininas, (entre ellas la isopentenil adenina), que son 
precursoras finalmente de la Trans-zeatina. (Figura 5).   
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Figura 5. Ruta de biosíntesis de citoquininas en Arabidopsis thaliana, los círculos 
muestran los sustratos de adenina (ATP, ADP, AMP) y el dimetilalilpirofosfato y los 
recuadros muestran las enzimas ipt que participan en cada reacción. También se 
observan las enzimas citoquinina trans-hidrolasa que transfieren grupos OH al 
radical del dimetilalilpirofosfato. 
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3.9 Origen de los clones transgénicos 528-28 y 529-48 y evaluación 
molecular y fenotípica previa, realizada por el ETH (Suiza). 
 
Los clones transgénicos son producto de la colaboración entre el Instituto de 
Ciencias de Plantas en Zurich - Suiza (ETH; Peng Zhang y Willie Gruissem) y el 
CIAT, y actualmente se mantienen en los laboratorios e invernaderos de 
bioseguridad del Proyecto de Agrobiodiversidad y Biotecnología del CIAT. Estos 
fueron transformados con Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404-pSG529 que 
contiene el gen ipt (Isopentenil Transferasa), derivado de Agrobacterium 
tumefaciens, bajo el control del promotor SAG12 de Arabidopsis thaliana, el cual 
se induce durante la senescencia. El fenotipo más notorio de estas plantas 
transgénicas es que retienen las hojas verdes por más tiempo que sus 
contrapartes no transgénicas bajo condiciones de estrés en in vitro e invernadero 
(Zhang et al., 2000; Hewelt et al., 1994; Nguyen Huynh et al., 2005). Además, 
las líneas contienen el gen nptII, bajo el control del promotor 35S del virus del 
mosaico de la coliflor. La transcripción de ambos genes está terminada por el 
terminador NOS de Agrobacterium tumefaciens. (Figura 7). 
 
Figura 6. Mapa genético del T-DNA del plásmido pSG529 (Gan y Amasino, 1995) 
utilizado en la transformación genética de los clones 529-28 y 529-48. Por el 
extremo izquierdo (LB), se enseña el promotor SAG12 que regula la expresión del 
gen ipt  terminado por el terminador Nos (gen de interés) y por el extremo derecho 
(RB) se enseña el promotor p35S que regula expresión del gen nptII y terminado 
por el terminador Nos (gen de selección in vitro). 
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El T-DNA insertado codifica por las enzimas neomicina fosfotransferasa tipo dos 
(nptII) e Isopentenyl transferasa (ipt). La primera fosforila los antibióticos de tipo 
aminoglicósidos como la kanamicina, paramomicina, neomicina y geneticina para 
inactivarlos, mientras que la segunda convierte AMP y DMAPP en la citoquinina 
iPMP (Isopenteniladenosina monofosfato). En el Anexo 2 se presenta las 
secuencias de los fragmentos de ADN insertados. 
 
Los clones 529-28 y 529-48 tuvieron una completa evaluación molecular y 
fenotípica del gen ipt previa a su recibimiento. La expresión del gene nptII, se 
confirmó fenotípicamente por que las células transgénicas fueron capaces de 
crecer en medios que contenían concentraciones de antibiótico entre 10 a 100 
mg/l o más, y pudieron producir plantas con raíces en medios con antibiótico. La 
confirmación molecular de la presencia del gen ipt se hizo por análisis de PCR 
(Figura 8) y SOUTHERN BLOT (este muestra 3 copias de l gen ipt para el clon 28 
y 1 copia para el clon 48) (Figura 9). La expresión del transgén se midió mediante 
RT-PCR (Figura 10). 
 
Figura 7. Análisis de detección por PCR, usando los primers Forward: 
5’GTCCAACTTGCACAGGAAAGA3’ y Reverse: 
5’ATCCTCCCTCAAGAATAAGCC3’, para amplificar un segmento de 275 pb del 
gen ipt. 
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Figura 8. Southern blot de ADN genómico total aislado de clones transgénicos (2, 
28, 30, 39, 41, 45, 48), no transgénicas (Wt) y digerido con el enzima EcoRI (E) o 
no digerido (U), para detectar un fragmento del T-DNA insertado. Se observa que 
todos los clones contienen un fragmento esperado de aproximadamente 1,6kb, 
aunque algunos de ellos podrían contener también rearreglos del T-DNA (i.e. 
clones 28, 30 y 45)  (M, marcador de peso; P, plásmido; 2 a 48, líneas 
transgénicas). 
 
 
 
Figura 9. Análisis de expresión del gen ipt mediante RT-PCR de los clones 
transgénicos usando los primers para ipt. El RNA se aisló de hojas maduras o 
senescentes.  
 
 
 
 
Se corrieron ensayos fenotípicos en laboratorio e invernadero, para evaluar la 
inhibición de la degradación de clorofila, cuantificando la concentración de clorofila 
después de someterse las plantas a tratamiento en la oscuridad para inducir la 
senescencia en hojas maduras desprendidas de plantas in vitro (Figura 11, Figura 
12) o producidas en invernadero (Figura 13).  
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Las clones transgénicos 529-28 y 529-48 también mostraron ser significativamente 
distintos de sus contrapartes no transgénicas, en el tiempo de retención de las 
hojas, cuando se aplicó tratamiento de sequía en invernadero (Figura 14 y Figura 
15).  
 
Figura 10. Inhibición de la degradación de clorofila en hojas in vitro desprendidas 
de la planta, mantenidas en platos Petri, sobre filtros de papel húmedos, por dos 
semanas en la oscuridad. Se aprecia la línea transgénica 529-28 con hojas más 
verdes (stay-green) que las del control (Wt). 
 
 
 
Figura 11. Contenido de clorofila en las hojas de plantas transgénicas in vitro y el 
control (Wt), después del tratamiento en la oscuridad (Wt, control sin tratamiento; 
Wt_CK, control con tratamiento; 529-28 a 529-48, líneas transgénicas). Se observa 
que el clon 529-48 es igual al control. 
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Figura 12. Estimación del contenido de clorofila en hojas (1: hoja basal, 16: hoja 
apical) desprendidas de plantas que estuvieron en invernadero bajo régimen de 
oscuridad por dos semanas para inducir la senescencia. Nuevamente se observa 
que el clon 529-48 es igual al control. 
 
 
 
 
Figura 13. Línea transgénica 529-28 muestra resistencia a la sequía, reteniendo 
mas su hojas que el control (Wt) después de cuatro semanas de tratamiento con 
sequía en invernadero. 
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Figura 14. Diferencias en la senescencia de las hojas entre plantas control (Wt) y 
transgénicas (529-28 y 529-48), con tratamiento de sequía (DT) y sin tratamiento 
(UT). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 30
  
4. MATERIALES Y MÈTODOS 
 
 
El trabajo comprendió en resumen de las siguientes etapas: propagación masiva 
in vitro y en campo del material vegetativo, establecimiento y mantenimiento del 
ensayo, toma de los descriptores de la primera parte correspondiente a las hojas 
(5 meses), cosecha y toma de los descriptores de la segunda parte 
correspondiente al tallo y raíces (10 meses), junto con toma de muestras de raíces 
para análisis bioquímico, toma de muestras de varios tejidos para análisis de 
fitohormonas y análisis estadístico de los datos. 
 
4.1 Diseño experimental y análisis estadístico 
 
La distribución espacial de las parcelas corresponde a un diseño de Bloques 
Completos al Azar (BCA) combinado a través de ambientes, el cual se utilizó para 
evaluar los descriptores agromorfológicos y bioquímicos de hojas, tallo y zona de 
abscisión. La combinación de bloques con cada uno de los ambientes evalúa la 
interacción genotipo por ambiente (Figura6). 
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Figura 15. Distribución espacial de las plantas de los clones transgénicos 529-28, 
529-48 y 60444 (control) en un diseño de bloques completos al azar, a través de 
ambientes. Ambiente se define como la combinación de dos densidades de 
siembra y dos niveles de fertilización. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El concepto de ambiente corresponde a la combinación de fer
Úrea 130 kg/ha. mas KCl 100 kg/ha. y sin fertilización) y de d
(2 niveles: 1x1m. y 1x0.75m). Para el nivel “fertilizado” en las d
dos bloques (dos repeticiones) y para el nivel “no fertilizado” 
repetición). La razón de este desbalance obedece a que ini
planteó el manejo de tres variables relacionadas con la 
 32tilización (2 niveles: 
ensidad de siembra 
os densidades hubo 
hubo sólo uno (una 
cialmente el diseño 
senescencia foliar: 
densidad de siembra, nivel de fertilización y riego, esta última variable, luego de 
iniciado el ensayo no fue posible controlarla, por lo tanto quedaron dos variables, 
cuya combinación genera cuatro ambientes y un número de plantas determinado 
para cada ambiente: densidad 1x1 no fertilizado (30 plantas), densidad 1x1 
fertilizado (60 plantas) y densidad 1x0.75 fertilizado (60 plantas), densidad 1x0.75 
no  fertilizado (30 plantas). En cada bloque se evaluaron 10 individuos de cada 
clon, incluyendo el control no transgénico. Además cada una de las parcelas se 
rodeó con plantas del mismo genotipo, no transgénicas, para reducir efectos de 
borde (Loomis R. S., 2002). 
 
Los tratamientos evaluados dentro de cada ambiente son los clones, sembrados 
completamente al azar dentro de cada repetición. 
 
El modelo propuesto para las variables cuantitativas formula como Hipótesis Nulas 
las siguientes:  
 
• H01 :No hay diferencias entre ambientes (fertilizado 1x1, fertilizado 1x0.75, 
no fertilizado 1x1 y no fertilizado 1x0.75)    
• H02: No hay diferencias entre clones: Clones transgénicos  529-28, 529-48 y 
60444 (Control)  
• H03: No hay interacción entre ambientes y clones 
 
El esquema para el análisis de varianza, donde todos los factores (clones) son 
efectos fijos, se presenta en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Esquema para el análisis de varianza utilizado en el modelo. El 
desbalance indicado en el error experimental 1 y 2, es debido a que en cada 
densidad de siembra hubo dos bloques con tratamiento de fertilización y solo uno 
sin tratamiento. 
 
Fuente de variación Grados de libertad 
Tratamientos 
(combinación de niveles de 
fertilización y densidad; t=4) 
t-1 
Error experimental 1 
= sumatoria de bloques dentro 
de tratamiento -1   
(por desbalance de 
tratamientos) 
4
1
1t
t
b
=
−∑  
Genotipo g-1 
Tratamiento * genotipo (t-1)(g –1) 
Error experimental 2  
=sumatoria del producto   
(bloques-1) x (genotipos –1) en 
cada tratamiento 
( por desbalance de 
tratamientos ) 
( ) ( )2 2 ,
1 1
1 1d f
dens fert
b g
= =
− × −∑ ∑  
Error de muestreo  
Debido a plantas 
4
1
10 3 t
t
b
=
⎛ ⎞× ×⎜ ⎟⎝ ⎠∑  
Total  180 
 
Las unidades de observación para las variables morfológicas y bioquímicas de 
hojas, tallos y zona de abscisión, fueron las 10 plantas sembradas de cada 
tratamiento (clon) en cada ambiente. Para el análisis de las variables bioquímicas 
de las raíces, las unidades de observación fueron tres muestras tomadas al azar 
de cada clon, en cada uno de los cuatro ambientes, siguiendo un diseño 
completamente al azar con estructura factorial con tres factores: fertilidad (2 
niveles), densidad (2 niveles), variedad (3 niveles). Todos los datos tomados en 
campo fueron consignados en un formato especialmente diseñado para los 
descriptores morfológicos de yuca, de uso habitual en el programa de 
mejoramiento (Anexo 1). Este formato está ceñido estrictamente al documento 
referido previamente (Goncalves y Guevara, 1998). 
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Para las variables cualitativas, se formuló la Hipótesis nula de Independencia entre 
los clones y los niveles de las variables evaluadas, el estadístico de prueba 
adecuado es χ2  con un nivel de significancia α=0.05. Las variables cuantitativas se 
analizaron mediante ANOVA. Todos los análisis estadísticos se realizaron en 
SAS® (Versión 9.1 (TS1M3) sobre una plataforma SunOS 5.9).  
 
4.2 Localización y clima del ensayo 
 
Este trabajo se llevó a cabo en Colombia, departamento del Valle del Cauca, 
municipio de Palmira, en predios de la estación experimental del Centro 
Internacional de Agricultura Tropical CIAT, kilómetro 17 recta Cali - Palmira. Las 
coordenadas geográficas son 3° 30' 17.87" Norte 76° 21' 33.33" Oeste y altura de 
967 m.s.n.m., los promedios anuales de las principales variables climáticas del 
lugar fueron: Precipitación 971 mm, humedad relativa mínima 49.4 %, temperatura 
24.3 Cº y suelos arcillosos clasificados como predominantemente vertisoles. El 
lugar donde se sembraron estos materiales transgénicos fue el lote (J1 Noroeste) 
de bioseguridad, aprobado para el manejo de material transgénico de yuca. Este 
experimento se realizó entre Septiembre de 2006 y Julio de 2007.  
 
4.3 Aspectos de Bioseguridad 
 
Muchas de las evaluaciones hechas en cultivos transgénicos se realizan 
principalmente en torno a los aspectos de bioseguridad, rigiéndose por un marco 
normativo de tratados o convenios internacionales, como el Protocolo de 
Cartagena Sobre Seguridad de la Biotecnología. Este contribuye a garantizar un 
nivel adecuado de protección en la esfera de la transferencia, manipulación y 
utilización seguras de los organismos vivos modificados resultantes de la 
biotecnología moderna que puedan tener efectos adversos para la conservación y 
la utilización sostenible de la diversidad biológica, teniendo también en cuenta los 
riesgos para la salud humana y centrándose concretamente en los movimientos 
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transfronterizos (Secretaría del Convenio sobre la Diversidad Biológica, 2000). 
Los principales aspectos de bioseguridad estudiados en plantas transgénicas 
comprenden evaluaciones de flujo de transgenes a especies emparentadas, 
impacto ecológico de las plantas con la nueva combinación genética y efectos 
sobre la salud humana del consumo de las plantas transgénicas o sus derivados. 
En el marco de los aspectos de bioseguridad, las empresas que desarrollan 
nuevos cultivares transgénicos también evalúan la estabilidad, expresión, 
penetrancia del transgén y comportamiento agronómico en líneas concretas de 
plantas. Una vez que se logra la introducción del transgen en la planta, se evalúa 
su función y estabilidad en el invernadero. A continuación se realizan pequeños 
ensayos de campo sobre parcelas que totalizan de 50 a 500 metros cuadrados, 
que, dependiendo de la naturaleza de la planta y de la modificación obtenida, 
pueden requerir medidas de contención: separación física o temporal entre plantas 
sexualmente compatibles, uso de cultivos de barrera, eliminación de especies 
silvestres compatibles, etc. y conforme avanza el proceso de evaluación, se hacen 
ensayos en varias localidades y distintos ambientes. En este tipo de pruebas, 
también se puede detectar variaciones significativas de algunas de las 
características originales del cultivar transformado (i.e., variantes somaclonales), 
generadas por el proceso de transformación genética per se, estas variaciones 
pueden ser indeseables o convertirse en una nueva característica de utilidad 
(http://www.ugr.es/~eianez/Biotecnologia/impact.htm#kjellson).  
Con el protocolo pionero para la evaluación de clones transgénicos de yuca en 
condiciones de campo propuesto en este trabajo, mediante la resolución 
No.003855 del 16 de Diciembre de 2005, expedida por el Instituto Colombiano 
Agropecuario ICA, se pretenden ampliar las evaluaciones hasta las condiciones de 
campo, para tener una mejor comprensión del comportamiento de nuevas plantas 
transgénicas de yuca en su ciclo de desarrollo completo,  pero sin pretender llegar 
hasta la liberación comercial de estos clones. El trabajo cumplió la normatividad 
que el gobierno colombiano impone en materia de bioseguridad para el manejo de 
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organismos modificados genéticamente (OMG), en especial OMGs de yuca 
(Halsey et al., 2008), por lo tanto se tomaron medidas como: barreras vivas de 
pasto elefante (Pennisetum purpureum, Schum) en contorno del lote, un pequeño 
cultivo trampa de crotalaria (Crotalaria sp.) para atrayente de insectos, remoción 
frecuente de flores a partir de la floración para evitar dispersión de polen, 
separación como mínimo de 500 metros de otros lotes de yuca para disminuir flujo 
de genes, manejo fitosanitario preventivo del cultivo para malezas, plagas y 
enfermedades, un adecuado desecho de los restos de material vegetal mediante 
un incinerador industrial y acceso restringido de personas. Se contó además con 
laboratorio de biología molecular equipado para detección molecular de 
transgenes en yuca. Además el lote estuvo rodeado de cultivos de caña de 
azúcar. 
4.4 Material vegetal evaluado 
 
El material vegetal de este trabajo estuvo constituido por los clones transgénicos 
529-28 y 529-48 procedentes de la generación T0, por lo tanto hemicigóticos, 
derivados  de la variedad africana de yuca 60444 (MNig 11), aún no caracterizada 
y forma parte de la colección núcleo de CIAT y a pesar de no tener un valor 
comercial, es considerada como genotipo modelo en cultivo de tejidos y 
transformación genética de yuca (Hankoua et al., 2006; Schöpke et al., 1996, 
1997; González et al., 1998). Los clones transgénicos y sus controles fueron 
recibidos in vitro y propagados masivamente in vitro por dos meses en medio 4E 
(Roca et al, 1984), posteriormente fueron transferidos a invernadero de 
bioseguridad en bolsas con sustrato suelo:arena, relación 3:1 respectivamente, 
suministrándoles fertilización, riego y manejo fitosanitario, necesario para el 
establecimiento en el suelo, permaneciendo bajo estas condiciones por dos meses 
aproximadamente. Concluido el tiempo en invernadero se transfirieron las plantas 
al campo de bioseguridad para hacer una primera propagación por once meses y 
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así obtener suficiente cantidad de estacas vigorosas para iniciar luego el montaje 
del experimento.  
 
4.5 Establecimiento y manejo agronómico del material vegetal en campo 
 
Las plantas tuvieron las labores pertinentes, para favorecer un normal desarrollo y 
generar las condiciones fitosanitarias necesarias. Para la siembra fue preciso 
hacer un análisis completo (físico y químico) del suelo del lote para detectar 
posibles factores limitantes, principalmente en nutrientes. Este análisis determinó 
que el suelo era de textura pesada, arcillo limoso, con bajo contenido de nitrógeno 
y hierro. Además, los altos niveles de calcio (73%) y magnesio (24.2%) presentes, 
pueden generar problemas en la absorción de potasio. Estos limitantes se 
corrigieron con la aplicación de úrea 130 kg/ha, KCl 100 kg/ha aplicados en banda 
(fertilizante aplicado a 15 cm del tallo y cubierto con suelo), un mes después de la 
siembra, y Sulfato de hierro al 2%, aplicado foliarmente en caso de presentarse 
clorosis. 
 
El establecimiento del cultivo se llevó a cabo con estacas de similar estado de 
desarrollo (de 15 a 20 cm. de longitud, con 3 a 4 nudos) desinfectadas en una 
solución funguicida de Banrrot en concentración de 1g/l y sembradas directamente 
en el campo. Seguidamente se suministró riego por gravedad para promover el 
brote y enrraizamiento. Diez días después se hizo otro riego para favorecer el 
desarrollo de las plantas. El resto del tiempo las plantas estuvieron sometidas al 
régimen de lluvias presentado durante el ensayo. El control de malezas se hizo 
tanto química (herbicida glifosato 10 cc/l) como manualmente (remoción manual y 
con pala) hasta que el cultivo cerró su docel.  
 
El manejo sanitario del cultivo se limitó expresamente al control químico de 
algunas de las plagas asociadas al cultivo de la yuca, presentadas durante el 
ensayo, como: gusano cogollero, gusano cachón, ácaros, mosca blanca, trips y 
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hormiga arriera, todas ellas tratadas con aplicaciones de insecticidas como 
sistemin (3cc/l), confidor (3.5cc/l), vertimec (3cc/l) y lorsban (5cc/l) 
respectivamente. 
 
4.6 Evaluación molecular de detección y expresión del gen ipt en plantas de 
campo 
 
En el análisis molecular se evaluaron los clones transgénico 529-28 y 529-48 junto 
con el control no transgénico 60444. La detección del gen ipt al nivel de ADN se 
confirmó mediante PCR en Tiempo Real seguido de visualización usando 
electroforesis en geles de agarosa. Para el análisis de  expresión se empleó RNA 
extraído de hojas senescentes, hojas en inicio de la senescencia, hojas verdes, 
tallo y raíz. Las muestras correspondían a tres plantas por clon y tres muestras 
vegetales por planta tomadas de plantas de siete meses de edad. Mediante 
trascripción reversa se sintetizó cDNA seguido de amplificación mediante PCR en 
tiempo Real (qRT-PCR). Las dos evaluaciones se hicieron empleando la pareja de 
primers Forward: 5’GTCCAACTTGCACAGGAAAGA3’ y Reverse: 
5’ATCCTCCCTCAAGAATAAGCC3’, para amplificar un segmento de 275 pb. Las 
mismas pruebas fueron aplicadas para el análisis del gen de selección nptII. 
 
4.7 Caracterización Agromorfológica 
 
Un descriptor es una característica o atributo cuya expresión es fácil de medir, 
registrar o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento 
de una accesión. Los descriptores son aplicados en la caracterización y 
evaluación de las accesiones debido a que ayudan a su diferenciación y a 
expresar el atributo de manera precisa y uniforme, lo que simplifica la clasificación, 
el almacenamiento, la recuperación y el uso de los datos. Existen diferentes tipos 
de descriptores, en este trabajo se utilizaran: Descriptores de caracterización; que 
permiten la discriminación relativamente fácil entre fenotipos. Generalmente son 
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caracteres altamente heredables que pueden ser fácilmente detectados a simple 
vista y se expresan igualmente en todos los ambientes y Descriptores de 
evaluación; la expresión de la mayoría de los descriptores de esta categoría 
depende del medio ambiente y, en consecuencia, se requieren métodos 
experimentales especiales para su evaluación. La evaluación puede también 
involucrar métodos complejos de caracterización molecular o bioquímica. En este 
tipo de descriptores se incluyen caracteres como rendimiento, productividad 
agronómica, susceptibilidad a estrés y caracteres bioquímicos y citológicos, los 
cuales generalmente son de mayor interés en el mejoramiento de cultivos 
(Franco, T. L. e Hidalgo, R., 2003).  
 
En la caracterización de los clones transgénicos y del control se seleccionaron 39 
descriptores entre morfológicos y agronómicos, tanto de tipo cualitativo1 como 
cuantitativo2, de los 75 establecidos en la guía de descriptotes de yuca 
(Gonçalves y Guevara C. L., 1998). Estos descriptores son los que generalmente 
se utilizan en observaciones de campo para la identificación rápida de clones por 
parte de los agricultores; estas variables definen resistencia a plagas y 
características comerciales y agronómicas deseables. Los descriptores de flor, no 
se registraron por razones de bioseguridad de plantas transgénicas, no se permitió 
la maduración de las mismas y solo se hizo referencia a la presencia o ausencia 
de flores. 
 
La toma de datos se realizó en dos partes. La primera parte se hizo transcurridos 
cinco meses desde la siembra, evaluándose los siguientes trece descriptores de 
hojas (ver valores predeterminados Anexo 3): 
 
Color de la hoja apical 1
Color de la hoja desplegada 1
Pubescencia en las hojas apicales 1
Color de la nervadura de la hoja 1
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Número de lóbulos 1
Longitud del lóbulo central 2
Ancho del lóbulo central 2
Relación Longitud / Ancho de lóbulo 2
Forma del lóbulo 1
Color del pecíolo 1
Longitud del pecíolo 2
Sinuosidad del lóbulo 1
Posición del pecíolo 1
 
De manera preliminar, en esta edad se estimó el porcentaje de la altura de la 
planta cubierta por el follaje (porción de follaje2), a manera de inspeccionar 
tempranamente el comportamiento de los clones, en cuanto a retención de hojas, 
sin embargo esta característica se volvió a evaluar al fin del ciclo del cultivo. 
 
La segunda parte se realizó en la cosecha, diez meses después de la siembra. En 
ella se midieron los siguientes 26 descriptores, relativos al tallo, la raíz y la 
arquitectura de la planta. (ver valores predeterminados Anexo 3): 
 
Altura de la planta en cosecha 2
Altura de la primera ramificación 2
Niveles de ramificación 2
Ángulo de ramificación (A/2) 2
Longitud de la filotaxia 1
Hábito de ramificación 1
Hábito de crecimiento del tallo 1
Color epidermis del tallo 1
Color corteza de tallo 1
Color externo del tallo 1
Color de las ramas terminales 1
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Floración (removida  antes de la antesis) 1
Tipo de planta 1
Forma de la raíz 1
Pedúnculo en la raíz 1
Color externo de la raíz 1
Color corteza de la raíz 1
Color pulpa de la raíz 1
Textura epidermis de la raíz 1
Constricciones de la raíz 1
Peso total parte aérea 2
Peso medio de raíz por planta 2
Índice de cosecha 2
Retención de hojas 1
Porcentaje de materia seca en las raíces 2
Contenido de ácido cianhídrico en las raíces (base seca) 2 
 
Los descriptores Porcentaje de materia seca en las raíces y Contenido de ácido 
cianhídrico en las raíces, se evaluaron en laboratorio y se presentan en la parte de 
bioquímica de raíces, junto con la característica contenido de amilosa2 en las 
raíces, la cual se evaluó en busca de un eventual clon de bajo o ningún contenido 
de amilosa en almidón, que es una característica es de interés comercial 
(Ceballos et al., 2007). 
 
Complementariamente, para medir el efecto indirecto de la expresión del gen ipt, 
(retención de hojas) se midió en la cosecha, el peso de follaje2, que comprendía el 
conjunto de lámina foliar y pecíolo, (esta característica no está incluida en el 
documento de descriptores de yuca). También se estimó finalmente el valor para 
porción de follaje, puesto que esta característica como lo demuestra Lenis et al., 
2006 esta correlacionada con mayor productividad de la yuca.  
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Los descriptores que se esperaba, fueran más afectados con la expresión del 
transgén ipt fueron: retención de hojas, peso total de la parte aérea, peso total de 
las hojas, peso total de la raíz, índice de cosecha y contenido de materia seca en 
las raíces.  
 
4.8 Evaluación de la longevidad foliar 
 
Complementario al descriptor peso de follaje, se midió la longevidad promedio de 
las hojas en los dos clones transgénicos y el control, como forma de determinar la 
relación entre el peso del follaje y la longevidad foliar. La longevidad foliar se 
define como el tiempo que transcurre desde cuando se emite la hoja (hoja ≤ 1cm 
de longitud) hasta su desprendimiento. Para ello se sembraron tres parcelas, cada 
una contenía 10 plantas de un clon, de las cuales se seleccionaron cuatro plantas 
al azar, marcando cuatro hojas por planta a los 91, 126 y 162 días después de la 
siembra. El diseño estadístico utilizado es el de bloques completos al azar (BCA) 
combinado a través de ambientes, donde el ambiente es el del clon y los bloques 
son cada una de las cuatro plantas sobre las cuales se aplica los tratamientos de 
marcaje. 
 
4.9 Evaluación bioquímica de raíces 
 
Para el análisis bioquímico de las raíces, se colectaron en cada uno de los cuatro 
ambientes las raíces de tres plantas de cada clon, siguiendo un diseño 
completamente al azar con estructura factorial con tres factores: fertilidad (2 
niveles), densidad (2 niveles), variedad (3 niveles). Se evaluaron dos parámetros 
en las raíces frescas: contenido de materia seca; determinada después del secado 
de trozos de raíces a 60°C durante 48 horas (Prieto M.L. et al., 1988), y el 
contenido de acido cianhídrico determinado con el método enzimático-
colorimétrico, utilizando enzima endógena (linamarasa extraída de la corteza de la 
raíz), y cuantificado espectrofotométricamente. (Essers et al., 1993). En el 
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almidón se determinó el contenido de amilosa, utilizando la norma ISO 6647 (Riz, 
1987; Mestres C. et al., 1996), la cual consiste en  gelatinizar los gránulos de 
almidón  con hidróxido de sodio, y después  hacerlos reaccionar con  una solución 
de yodo para formar  un complejo de color azul, el cual es cuantificado mediante 
espectrofotometría.   
 
4.10 Evaluación de fitohormonas en hojas, tallo y zona de abscisión 
 
Las evaluaciones de fitohormonas se llevaron a cabo al final del ciclo de cultivo 
(décimo mes), siguiendo el mismo diseño experimental de los descriptores 
agromorfológicos; para ello se hizo un muestreo de la totalidad de las plantas del 
ensayo, con el objetivo de estimar la cantidad de zeatina (la citoquinina mas 
abundante en plantas y para la cual son precursoras las demás citoquininas 
sintetizadas, entre ellas la isopenteniladenina) (Figura 5) y ácido abcísico 
presentes en tejidos de hojas verdes totalmente expandidas y hojas basales 
senescentes, así como en tejidos de la zona de abscisión de la hoja senescente y 
muestras del tercio medio del tallo (Figura 16). Las muestras de hojas consistieron 
cada una de tres discos de 0.635 cm. de diámetro, extraídos de tres hojas verdes 
y tres hojas senescentes. Las muestras de tallo consistieron de cilindros de 3 mm. 
de diámetro extraídos con sacabocados. Las muestras de la zona de absición de 
la hoja se obtuvieron cortando con un bisturí, un delgado segmento de la porción 
de pecíolo que queda adherido al tallo luego de desprenderse la hoja. Todas las 
muestras fueron fijadas en 300 µl de metanol al 80% a 0°C contenido en placas de 
ELISA. Estas placas se sellaron con cinta adhesiva para evitar evaporación del 
solvente y se colocaron a -20ºC por cinco días para extraer las sustancias 
celulares. Posteriormente se colocaron las placas destapadas dentro de una 
campana conteniendo sílica gel a temperatura ambiente para secar las muestras.  
 
 
 
 44
Figura 16. Toma de muestras de tejidos de zona de abscisión (A), tallo (B) y foliar 
(C), a los diez meses (cosecha) para cuantificación de zeatina (citoquinina) y ácido 
abscisico (ABA). 
 
   
 
 
Los protocolos utilizados para la extraccion de ABA y ZEATINA son tomados de 
Lur & Setter, 1993; Setter et al., 2001; Ober et al., 1991 y Walker-Simmons, 
1987. La determinación de las fitohormonas se hizo por ELISA, con anticuerpos 
específicos para ABA y Zeatina, más una enzima reportera para cuantificar por 
inmunoabsorbancia la cantidad de cada fitohormona.  
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
 
5.1 Establecimiento y manejo del cultivo 
 
Durante la fase de establecimiento del cultivo en el primer mes, hubo pérdida de 
algunas plantas de cada genotipo: 2 de 60 (5%) para 60444 Control, 5 de 60 
(8.3%) para 529-28 y 10 de 60 (16%) para 529-48, debido a causas como daño 
mecánico, ataque temprano de insectos y toxicidad accidental por herbicidas, por 
lo cual se hizo reposición durante los dos primeros meses de estas plantas con 
una reserva de plantas de la misma edad mantenidas en bolsas. Se observó que 
las estacas de los clones transgénicos no se diferenciaban en sus características  
fenotípicas externas de las estacas del control. Los tres clones brotaron con buen 
vigor, produciendo entre 1 y 4 brotes por estaca.  
 
5.2 Evaluación molecular de detección y expresión del gen ipt en plantas de 
campo 
 
Aunque las pruebas moleculares realizadas inicialmente en el ETH, mostraban la 
presencia y expresión del gen ipt en ambos clones transgénicos y las pruebas 
fenotípicas de contenido de clorofila luego del tratamiento con oscuridad para 
plantas in vitro y de invernadero, mostraron, que el clon 529-48 se comportó de 
manera similar al clon control. Esto indicaría que la expresión previamente 
detectada en el clon 529-48 podría no ser suficiente para generar un efecto 
significativo en los niveles de citoquininas y su efecto esperado en la inhibición de 
la degradación de la clorofila. Con base en estas pruebas se decidió confirmar 
mediante pruebas moleculares, la presencia y expresión del gen ipt y 
adicionalmente nptII, para los dos clones transgénicos en condiciones de campo. 
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Las pruebas moleculares de detección al nivel de DNA y de expresión (mRNA) 
confirmaron la presencia de los genes ipt y nptII en el clon 529-28, pero 
inesperadamente, no mostraron la presencia de ninguno de estos transgenes en el 
clon 529-48 (Figura 17), indicando que este clon no es transgénico o que 
inicialmente fue una planta quimérica, que en posteriores propagaciones fue 
regenerada de un tejido no transgénico. Para el clon transgénico 529-28 el análisis 
de expresión de ipt mostró un comportamiento casi constitutivo detectándose 
expresión tanto en hojas verdes, senescente, en tallo y raíz. Esto hace suponer 
que la actividad del promotor SAG12 no estaría del todo atribuida al estado de 
senescencia como si ha sido demostrado en sistemas SAG12-ipt en líneas 
transgénicas de tabaco por ejemplo (Gan et al., 1995). No obstante, la 
combinación SAG12-ipt tampoco resultó ser exclusiva para flores senescentes de 
petunia (Chang et al., 2003). De acuerdo a lo esperado el promotor 35S dirige la 
expresión de nptII, en todos los tejidos evaluados (Figura 17). Medford et al., 
1989, determinaron que un incremento en los niveles de citoquininas puede 
generar cambios en el sistema radical de tabaco y Arabidopsis. En ese trabajo, 
respecto a los controles no trasformados, las líneas transgénicas elongaron a una 
tasa menor, en consecuencia a una reducción de la zona de elongación. 
Adicionalmente las paredes periclinales de las células maduras fueron extendidas 
causando cambios en el patrón de crecimiento. En consecuencia la masa total de 
las raíces maduras fue reducida. No se descarta que cambios relacionados con 
estos fenómenos pueda haber contribuido en la reducción del peso en materia 
fresca y del contenido de materia seca en raíces en la línea de yuca 529-28. 
 
 De otro lado la significativa retención de hojas del clon 529-28 (ver numeral 5.3.3), 
pudo haber repercutido negativamente en el contenido de materia seca en raíces, 
al no aportar estas hojas fotosintatos almacenables y por el contrario respirar los 
almacenados, lo cual representa un costo energético para la planta. No obstante el 
clon 529-48 no siendo transgénico, tuvo iguales rendimientos de raíz y longevidad 
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foliar que el clon transgénico 529-28, posiblemente por efectos de variación 
somaclonal entre otras causas no determinadas. 
 
Figura 17. Detección y expresión de los genes ipt y nptII por RT-PCR en los 
clones 529-28 y 529-48. La detección de los transgenes no fue posible para el clon 
529-48. En el clon 529-28 se detectaron ambos transgenes, pero el análisis de 
expresión muestra poca especificidad del promotor SAG12 del gen ipt, 
expresándose no únicamente en hojas senescentes, también en hojas verdes, 
tallo y raíz. (V: hoja verde; MS: hoja medio senescente; S: hoja senescente; T: 
tallo; R: raíz; CMS: control medio senescente P: plásmido; NT: no transgénico). 
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5.3 Caracterización Agromorfológica 
 
5.3.1 Descriptores de hojas, tomados a los cinco meses después de la 
siembra. 
 
Se logró establecer para los descriptores de tipo cualitativo que los clones 529-28 
y 529-48 conservan fenotípicamente inalteradas estas características originales 
observadas en el clon control no transgénico (Tabla 2). Podríamos argumentar 
varias razones relacionadas con la presencia y expresión del transgén ipt para 
explicar esta observación: 
 
1) La expresión del transgén no afectó de manera cuantificable los caracteres 
de tipo cualitativo,  y si lo hizo no se detectó con este análisis, lo que 
sugeriría que no habría efectos pleiotrópicos del gen ipt sobre los 
caracteres cualitativos aquí evaluados.  
 
2) Las copias del transgén que se insertaron en el genoma no causaron 
mutaciones que alteraran estos caracteres. El número de genes gobiernan 
estás características, determinan la probabilidad de que la inserción ocurra 
en esos genes; entre menos genes haya, menos probabilidad de que un T-
DNA lo pueda mutar. 
 
No obstante, algunos de estos caracteres como la forma del lóbulo, sinuosidad del 
lóbulo y el color de las hojas, se vieron distorsionados transitoriamente en algunas 
plantas, más probablemente por factores ambientales como ataque de insectos y 
estados nutricionales de la planta, por lo que para evaluar estos caracteres se 
observaban en conjunto todas las plantas de cada clon en cada ambiente, 
determinándose de manera general el carácter. 
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Tabla 2. Descriptores de hojas de tipo cualitativo que no presentaron variación 
fenotípica respecto al clon control, a los cinco meses. 
 
Variable Nivel 
Color de la hoja apical verde morado 
Color de la hoja desplegada verde oscuro 
Pubescencia en las hojas apicales ausente  
Forma del lóbulo lanceolado 
Color de la nervadura de la hoja verde 
Color del pecíolo verde con poco rojo 
Sinuosidad del lóbulo liso 
Posición del pecíolo irregular 
 
Del análisis de los descriptotes de hoja de tipo cuantitativo que registraron 
variación, se pudo determinar para los caracteres:  
 
- Número de lóbulos; hubo diferencias significativas  entre los tres clones 
(p=0.0015) en el porcentaje de hojas con 7 ó 9 lóbulos (Anexo 4). Para el control 
hubo igual porcentaje de hojas con 7 ó 9 lóbulos. Para el clon transgénico 529-28 
un 67% de las hojas muestreadas tenía 7 lóbulos, mientras que para el clon no 
transgénico 529-48, el mismo porcentaje de hojas muestreadas tenía 9 lóbulos. En 
otras palabras, el clon 529-48 tuvo un porcentaje mayor de hojas con más lóbulos, 
probablemente debido a que es un variante somaclonal de mayor altura (ver 
numeral 5.3.2.2), por lo cual logra posicionar su follaje mas alto que el resto de 
plantas, generando así un mejor desarrollo foliar. 
 
- Longitud del lóbulo central; para esta variable sólo hubo diferencias 
significativas entre promedios de tratamientos (ambientes) (p=0.0297), registrando 
mayores promedios los ambientes 1x1 fertilizado y 1x1 no fertilizado. En general, 
en los ambientes menos densos la longitud del lóbulo central aumentó en un 7.7%. 
En estos ambientes la densidad genera menos competencia y estrés para las 
plantas, generando mejor desarrollo foliar (Anexo 5). 
 50
- Ancho del lóbulo central; Para esta variable hubo diferencias muy significativas 
entre clones (p=0.0005). El clon 529-28 presentó mayor promedio con lóbulos más 
anchos en un 5,1% (Figura 20). Esta diferencia proporcionaría mayor área de hoja 
y probablemente se relaciona con el efecto de la mayor cantidad de zeatina en 
hojas basales que obtuvo este clon (ver numeral 5.5.1), cuyo efecto promueve el 
desarrollo foliar. También hubo diferencias significativas entre ambientes 
(p=0.0179), con mayores promedios para los ambientes 1x1 fertilizado y 1x1 no 
fertilizado. El ancho promedio del lóbulo en los ambientes menos densos se 
incrementó en 8.0%. De nuevo, los ambientes con más espacio para las plantas 
favorecieron el desarrollo foliar, dado que en estos ambientes, las hojas 
registraron mayores dimensiones del lóbulo central, al parecer de manera casi 
proporcional en sus dimensiones (Anexo 6).  
 
 - Relación Longitud / Ancho de lóbulo; solo hubo diferencias muy significativas 
entre  clones (p=<0.0001). Los clones control y 529-48 presentaron las mayores 
relaciones con razón lobular promedio de 3.87 y 3.85 veces respectivamente, 
siendo en promedio los dos, 6.7% su lóbulo central mas largo que ancho, que la 
relación del clon 529-28. Esto es lógico dado que el clon 529-28 fue el que 
presentó mayor ancho promedio del lóbulo y considerando que la longitud del 
lóbulo entre los genotipos no fue significativamente diferente, por lo tanto el valor 
de la relación para este clon se reduce (Anexo 7).  
  
- Longitud del pecíolo; Todos los clones fueron significativamente diferentes 
entre sí (p=<0.0001). El clon transgénico 529-28 tuvo el mayor promedio de 
longitud con 32.03 cm.,  y fue 4.6% más largo que el clon control, y 14 % más 
largo que el clon 529-48 (Figura 20) (Las implicaciones de esta longitud extra para 
el clon 529-28 son discutidas en el numeral 5.3.2.10). Los ambientes tuvieron un 
efecto muy significativo en este carácter (p=0.0065) con mayor promedio 
(31.92cm) para el ambiente 1x1 fertilizado, al parecer el ambiente menos 
estresante favoreció un mejor desarrollo foliar (Anexo 8). 
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- Altura de la planta a los cinco meses; Se detectaron diferencias muy 
significativas para los clones (p=0.0075). El clon 529-48 (variante somaclonal de 
mayor altura) fue diferente a todos, con crecimiento más vigoroso y con altura 
promedio de 222.0 cm., siendo 6%  más alto que el promedio de los otros clones 
También hubo un efecto muy significativo de los cuatro ambientes  (p=0.0027), 
siendo cada uno diferente. Nuevamente, es en el ambiente menos estresante, 1x1 
fertilizado,  donde las plantas registran la mayor altura promedio de 240.83 cm., 
siendo 22.7% mas altas comparadas con el ambiente mas estresante 0.75x1 no 
fertilizado (Anexo 9). 
 
- Proporción de follaje a los cinco meses; para este descriptor adicional hubo 
diferencias muy significativas entre clones (p=0.0008). Las plantas del clon 529-28 
fueron  significativamente diferentes a los otros dos clones, con 61.05% promedio 
de la altura de la planta cubierta por follaje. En esta evaluación de retención foliar 
temprana, determinada a los 5 meses de la siembra, están presentes las hojas 
marcadas emitidas a los 126 días (4 meses) después de la siembra, en el ensayo 
de longevidad foliar (ver numeral 5.3.3), edad en la cual se establecieron 
diferencias significativas en retención foliar para clones, siendo el clon 529-28 
quien presento mayor tiempo promedio de retención foliar, lo cual concuerda con 
la mayor proporción de follaje que obtuvo este clon a los cinco meses. Los clones 
529-48 y control fueron iguales con 57.61% y 54.62%, de la altura de la planta 
cubierta por el follaje, respectivamente, es decir que el clon transgénico 529-28 a 
los cinco meses tuvo 11.8 % más proporción de follaje que el clon control 60444 
(Anexo 10). 
 
5.3.2  Descriptores de tallo y raíz tomados a los diez meses, en la cosecha. 
 
En los descriptores de tipo cualitativo no se establecieron diferencias 
significativas puesto que estos caracteres son poco afectados por el ambiente y 
aparentemente el procedimiento de transformación tampoco los alteró (Tabla 3). 
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La excepción fue la floración, en la cual, si bien no hubo diferencias estadísticas 
en cuanto a la presencia de la floración, se presentó una alteración en uno de los 
clones que se describirá más adelante. 
 
Tabla 3. Descriptores de tipo cualitativo de raíz y tallo, evaluados a los diez meses 
de edad durante la cosecha y que no presentaron variación fenotípica respecto al 
control. 
 
Variable Nivel 
Hábito de ramificación tricotómico 
Hábito de crecimiento del tallo  recto 
Color epidermis del tallo  naranja 
Color corteza de tallo verde claro 
Color externo del tallo naranja 
Color de las ramas terminales verde 
Tipo de planta compacta 
Forma de la raíz cónica cilíndrica 
Pedúnculo en la raíz mixto 
Color externo de la raíz café oscuro 
Color corteza de la raíz blanco o crema 
Color pulpa de la raíz blanco 
Textura epidermis de la raíz rugosa 
Constricciones de la raíz medias 
Retención de hojas* poca 
Longitud de la filotaxia** larga 
 
 
* Este descriptor es el # 58 de la guía, y allí se presenta como de tipo cualitativo, por lo tanto se evaluó de 
manera visual con base en la proporción de follaje, no obstante es muy subjetivo. Una mejor forma de evaluar 
este descriptor es mediante el promedio de peso de follaje y el tiempo que transcurre desde el nacimiento de 
la hoja hasta su desprendimiento (ver numeral 5.3.3). 
 
** No hubo diferencias significativas entre clones, en promedio la filotaxia fue mayor a 15 cm y es considerada 
larga, no obstante este descriptor es muy alterado por factores del ambiente como sequías, luz, densidad, 
condiciones nutricionales y plagas, los cuales alteran la longitud de los entrenudos. 
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- Floración; No hubo diferencias significativas entre los clones en cuanto a la 
presencia de flores, no obstante en todas las plantas del clon no transgénico 529-
48 se observó una disfunción reproductiva, al abortar las inflorescencias en 
estados iniciales. Si bien este es uno de los posibles efectos del gen ipt, es posible 
que se deba también a una mutación que produjo el transgén al insertarse en el 
genoma. Cabe decir que la floración fue evaluada sin permitir que la flor llegara 
hasta la antesis, por lo que se inspeccionaba frecuentemente el cultivo y se 
removían las flores, (Figura 18). 
 
Figura 18. Inflorescencia del clon no transgénico 529-48, el cual presenta una 
disfunción reproductiva, caracterizada por aborto floral, en estadios tempranos, 
antes de la antesis. 
 
 
 
- Altura de la planta en cosecha; hubo un efecto muy significativo de los clones 
(p=<0.0001), siendo el clon no transgénico 529-48 el más alto (variante 
somaclonal de mayor altura), con promedio de 294.67 cm., lo que representa 
16.1% más que el promedio de los clones control y 529-28, los cuales fueron 
iguales en altura (Figura 20). Con esto se confirma la mayor altura de este clon 
obtenida a los cinco meses (Anexo 11).  
 
- Proporción de follaje en cosecha; Cuando los tres clones se evaluaron a los 
cinco meses, el clon 529-28 mostró tener significativamente más proporción de 
follaje. Esta diferencia no se mantuvo al momento de la cosecha (Anexo 11), lo 
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que sugiere que los clones, sin considerar su altura, guardan similares 
proporciones del follaje al final del ciclo del cultivo (Figura 20). Las proporciones 
de follaje fueron: 25.78% (65.93 cm), 24.96% (73.54 cm) y 24.18% (60.81 cm) 
para los clones 529-28,  529-48 y control, respectivamente (promedio de 25% de 
la altura de la planta cubierta por follaje) (Anexo 12). Esta igualdad en proporción 
de follaje se debe a la igualdad de longevidad foliar de las hojas en cosecha (ver 
numeral 5.3.3). 
 
- Altura de la primera ramificación; en este carácter hubo un efecto muy 
significativo entre los clones (p=<0.0001), todos fueron diferentes (Figura 20). Las 
plantas del clon 529-48 tuvieron la mayor altura promedio de ramificación (115.76 
cm), comenzando a ramificar 11.4% más arriba que el clon 529-28 y 27.1% más 
arriba que el clon control. La mayor altura de ramificación del clon 529-48 al 
parecer es proporcional a su altura (Anexo 13). 
  
- Niveles de ramificación; Hubo un efecto muy significativo entre los clones 
(p=<0.0001), siendo diferentes entre sí. Las plantas del clon control presentaron 
más niveles de ramificación, 3.4 ramificaciones en promedio, seguidas del clon 
529-28 con promedio menor de 3.18 y por último el clon 529-48 con 2.81. Los 
puntos de ramificación en yuca coinciden con los sitios de floración. También la 
ramificación se puede originar de las yemas axilares que se activan como 
respuesta a factores externos que alteran la dominancia apical,  por ejemplo, el 
ataque de plagas, como en el caso de la mosca del cogollo (Silva pendula), las 
condiciones climáticas estresantes, la fertilidad del suelo y densidad de siembra, o 
depender del genotipo. No obstante este tipo de ramificación son sólo brotes 
laterales (chupones) que se caracterizan por ser de tallos más delgados, con 
entrenudos más largos y hojas más pequeñas, por lo tanto se debe tener en 
cuenta las condiciones en las que se encuentra la planta en el momento de ser 
evaluado este descriptor, descartando como ramificaciones los brotes de yemas 
laterales. La interacción de los clones con los ambientes también fue significativa 
 55
(p=0.0254), en el ambiente mas estresante (0.75x1 no fertilizado) las plantas 
ramificaron menos con 2.7 niveles (Anexo 14). 
 
- Angulo de ramificación; el ANOVA estableció diferencias significativas entre 
clones (p=<0.0323), aunque la prueba de separación de medias no logró 
establecer superioridad alguna (Anexo 15). En los tratamientos también se 
establecieron diferencias significativas (p=<0.0368). La prueba de separación de 
medias muestra que en el mejor ambiente (1x1 fertilizado), el ángulo promedio de 
ramificación de 36.4 grados, fue 2.7% mayor, comparado con el ambiente mas 
estresante (0.75x1 no fertilizado), (Anexo 15A). Al parecer las plantas en la más 
baja densidad de siembra son menos compactas, debido a que tienen mayor 
espacio para desarrollar ramas. 
 
- Peso total parte aérea; Los clones no presentaron variaciones significativas y 
tuvieron en promedio 3.7 kg de peso aéreo/planta. Solo hubo diferencias 
significativas entre ambientes (p=0.0274), siendo el ambiente 1x1m fertilizado, el 
mayor y diferente a todos, con promedio por planta de 4.29 kg. En este ambiente 
menos estresante, las plantas generaron 28.2 % más biomasa aérea comparado 
con el ambiente más estresante 0.75x1m no fertilizado (Anexo 16). Esta 
característica podría tener una relación directa con la expresión del transgén ipt, 
aunque este no sería el único gene que intervendría en ella. Se trata de una 
característica poligénica, influida por el medio ambiente, y para conocer la 
contribución individual del gen ipt tendríamos que hacer un análisis de QTLs. El 
mayor peso de follaje de los clones transgénicos podría haber aportado más peso 
a la parte aérea de estos; sin embargo, contrario a lo esperado, el peso de la parte 
aérea no fue significativo entre clones.  
 
- Peso de raíz fresca cosechada; Para este carácter el ANOVA no logró detectar 
diferencias significativas en ningún nivel (Anexo 17). Aunque el promedio del clon 
Control superó el promedio del clon 529-28 en 1 kilogramo, el ANOVA no pudo 
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establecer diferencias entre estos clones (Anexo 17 A), muy probablemente 
debido a la alta variabilidad de los datos (C.V general = 75.3%), cuyo rango osciló 
entre 0.1  y  9.8 kg de raíz por planta (Figura 20). Se mapeó la distribución 
espacial de los pesos individuales de raíces frescas de todas las plantas del 
experimento sobre el área cultivada (Anexo 17 B). Se establecieron cinco 
categorías: plantas con peso de raíz fresca hasta con 2 kg, 4 kg, 6 kg, 8 kg y 10 
kg, observándose que estas categorías se distribuyeron aleatoriamente en toda el 
área sembrada, lo que indica homogeneidad del suelo y que la variabilidad 
observada, no se debió en su mayor proporción a las condiciones del suelo. El 
peso de raíz es una característica de tipo cuantitativo y altamente dependiente del 
ambiente, en la que están  involucrados múltiples genes, oscilando la 
heredabilidad para este carácter entre 0.2 – 0.4 (Fernandez et al., 2000). 
Cabe recordar que el cultivo se estableció con estacas directamente sembradas 
en campo, las cuales, a pesar de haber sido seleccionadas, tenían una variación 
natural en sus características, como el grado de madurez fisiológica, no siendo 
estrictamente uniformes, lo que puede sugerir, que la alta variabilidad de los datos 
se deba al material de propagación que incidió en el vigor inicial de las plantas, 
posterior desarrollo y finalmente en su rendimiento. Por lo tanto, es recomendable 
que el material de propagación sea más uniforme en características como: el sitio 
de la planta de donde se toman las estacas (preferiblemente del tercio medio), el 
estado fisiológico de la planta madre, número de entrenudos y dimensiones de la 
estaca, entre otros, o incrementar el número de plantas de cada clon, para buscar 
con mayor precisión diferencia en este parámetro. López J., 2002, menciona el 
efecto que tiene en el rendimiento de raíces entre otros, la edad y calidad 
fisiológica de las estacas, no siendo aptas para la siembra, las estacas de 
consistencia muy herbácea que se ubican en el tercio superior de la planta. 
 
Este es el caracter de mayor importancia económica para yuca. Se esperaba un 
efecto directo y positivo del transgén ipt sobre el peso fresco de la raíz. Uno de los 
objetivos del trabajo era determinar si la expresión del gen ipt permitía la retención 
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foliar, no la producción de más hojas y si esta retención se traducía en mayor 
acumulación de almidón en la raíz.  Tanto el clon transgénico 529-28 como el no 
transgénico 529-48, efectivamente retienen las hojas por más tiempo, hasta 21 
días más que el control (ver numeral 5.3.3), pero esta retención no 
necesariamente genera un aumento en el peso de la raíz fresca, indicando que las 
hojas que permanecen más tiempo fotosintéticamente activas no necesariamente 
producen más fotosintatos para ser acumulados en la raíz. La diferencia entre 
fotosíntesis y respiración determina la ganancia neta en la fotosíntesis. Una de las 
estrategias que regularmente se observa en plantas de yuca bajo condiciones 
estresantes, es desprender el follaje que no aporta fotosintatos, al contrario,  los 
gasta respirando, por lo que la retención del follaje podría ser contraproducente. 
 
En estos experimentos se ha dado respuesta a dos preguntas planteadas en los 
objetivos: las transgénicas si retienen la hojas pero no incrementan el peso de la 
raíz fresca al hacerlo. Ahora, hay que responder más preguntas, con otros 
ensayos, para saber por qué no lo hacen. Por ejemplo, durante el período 
extendido de vida en el que las hojas transgénicas permanecen adheridas a la 
planta, se produce más sacarosa, o más hexosas fosfatos (glucosa 1-fosfato,  
glucosa 6-fosfato, ADP-glucosa)? Son estos monómeros translocados al 
amiloplasto de hojas o raíces e incorporados en nuevas cadenas de almidones?. 
Permanecen allí o son catabolizados?. De alguna manera se trató de dar 
respuesta a estas preguntas cuantificando la cantidad de materia seca 
almacenada en las raíces al momento de la cosecha, como un estimador de la 
cantidad de almidón producido. Más adelante se responde esta pregunta. 
 
- Índice de cosecha I.C.;  El I.C. es el porcentaje del peso total de la planta que 
corresponde a la raíz. La fórmula de cálculo empleada, corresponde a un 
promedio de los I.C., ponderados por el peso total de la planta, para tener en 
cuenta las diferencias naturales entre las plantas en términos de su peso total. 
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El ANOVA muestra diferencias significativas entre clones (p=0.0006), los clones 
transgénicos 529-48 y 529-28 presentan valores de I.C. similares, pero son 
inferiores al genotipo control, (Tabla 4, Anexo 18, Figura 20). El mayor I.C. del 
clon 60444 (Control) se explica más adelante con los valores de peso de follaje, en 
el cual, este clon, tuvo más bajo peso promedio de follaje, aumentando así el IC. 
La expresión del transgén ipt también afectaría este carácter por ser generado a 
partir de datos relacionados con el transgén. El ANOVA también establece 
diferencias significativas para los I.C. entre los ambientes (p=0.0003), al parecer 
los ambientes menos densos y sin fertilización incrementan mas el índice de 
cosecha (Anexo 18A).  
 
Tabla 4. Valores de índice de cosecha para los dos clones transgénicos y control, 
calculados a partir de los datos promedio de peso fresco de raíz y peso total de la 
planta.  
 
Clon Peso de raíz fresca Peso total planta
Índice de Cosecha 
(I.C.) 
529-48 2.771 6.464               0.428 
529-28             2.587 6.279   0.412 
60444 (Control) 3.534 7.263               0.486 
 
 
- Peso del follaje; este descriptor fue creado para medir fenotípicamente el 
posible efecto de retención de hojas por la expresión del transgén ipt. El ANOVA 
mostró diferencias significativas entre clones (p=<0.0001). El clon transgénico 
529-28 y el clon no transgénico 529-48 fueron iguales entre si y tuvieron los 
mayores pesos promedios de follaje por planta, con 0.610 y 0.567 kilogramos 
respectivamente, comparados con el clon control con 0.393 kilogramos por planta 
(Figura 20). Es decir que el clon transgénico 529-28 y el no transgénico 529-48 
tuvieron en promedio un 33.26% más peso de follaje que el control (Anexo 19). 
Estos resultados de peso de follaje al relacionarlos con los resultados del análisis 
de longevidad foliar para las hojas emitidas a los 162 (5.4 meses) días después de 
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la siembra (ver numeral 5.3.3), sugieren que para el caso del clon transgénico 
529-28 el mayor peso de follaje obtenido al momento de la cosecha, no se deba 
necesariamente al alto contenido de citoquininas en hojas basales (ver numeral 
5.2) que extendió su longevidad foliar, puesto que las hojas emitidas después de 
162 días del clon 529-28 y 60444 control, no presentaron diferencias en 
longevidad foliar, tampoco hubo una acumulación de follaje, evidenciado por 
igualdad en la proporción de la altura de la planta ocupada por follaje (ver numeral 
5.3.2.3), por lo tanto el mayor peso del follaje del clon transgénico se debe al 
incremento de la longitud de los pecíolos y el ancho del lóbulo que sumaron peso 
al follaje al momento de la cosecha. 
 
Para el caso del clon no transgénico 529-48 el mayor peso de follaje fue 
fuertemente influenciado por la característica de altura de la planta, debido a una 
variación somaclonal, por la cual este clon presentó un 16 % más de altura que el 
promedio de los otros dos clones (ver numeral 5.3.2.2). Este carácter atípico fue 
reflejado en un dosel que sobresalía sobre el resto de clones en el cultivo y de 
esta manera sus hojas escapaban a la competencia por luz, a la cual es muy 
sensible la yuca. Las implicaciones de una mayor retención o longevidad foliar se 
discuten en el numeral 5.2. 
 
El descriptor de peso de parte aérea (numeral 5.3.2.7) permite estimar que tanto 
porcentaje de este peso aéreo representa el follaje. Se determinó que en el clon 
529-28 el 16.5% de su peso aéreo está representado en follaje; para el clon no 
transgénico 529-48 el 15.1% y para el clon 60444 (control) el 10.4%. El resto 
representa el peso de los tallos con 83.5% (3.08 Kg.), 84.9% (3.13 kg) y 89.6% 
(3.34 kg) respectivamente.  
 
Otra variables que pueden afectar el peso del follaje y la retención foliar, son las 
de tipo climático relacionadas con humedad y temperatura (Mejía de Tafur, 2002). 
El balance pluviométrico que se presentó durante el experimento fue negativo, con 
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un total de precipitación de 768.8 mm. y de evaporación de 1528.5 mm., lo que 
resultó en una diferencia de –759.7 mm (Anexo 19 A, Anexo 19 B). Por lo tanto 
fue un periodo de tiempo seco, aunque no ideal para evaluar el efecto de la sequía 
en la retención foliar, puesto que lo ideal era tener control de todas las posibles 
formas de toma de agua por la planta. El régimen de temperaturas mínimas y 
máximas también se presentan (Anexo 19 C, Anexo 19 D), dado que esta 
variable ambiental afecta directamente la velocidad de senescencia de las hojas. 
Durante el ensayo se registraron temperaturas muy cálidas, con promedio 
mensual de 30.22°C para día y de 19.25°C para noche. 
 
5.3.3 Evaluación de la longevidad foliar 
 
El análisis de longevidad foliar o retención en los tres clones evaluados, determino 
el tiempo promedio de vida para las hojas emitidas a los 91, 126 y 162 días 
después de la siembra (DDS), estableciendo diferencias significativas en la 
longevidad de las hojas emitidas en las tres edades de la planta (p=<.0001). La 
longevidad foliar para hojas emitidas a los 91 DDS y 126 DDS fue menor (74 y 77 
días, respectivamente) comparada con la longevidad de hojas emitidas a 162 
DDS, donde la vida promedio de la hoja se extendió  hasta 114 días, esto debido, 
a que este periodo cubre la fase final del cultivo, donde la tasa de formación de 
hojas disminuye mientras que su longevidad se incrementa. De las tres edades, en 
la de 126 DDS, cuando el cultivo ha cerrado su dosel y las hojas experimentan 
mas competencia por luz, los clones mostraron diferencias significativas entre si 
(p=.0.0127), en la longevidad foliar, destacándose el clon transgénico 529-28 y el 
clon no transgénico 529-48, con 89 y 80 días de longevidad foliar respectivamente, 
comparado con el clon 60444 control, el cual tuvo un promedio de longevidad foliar 
de solo 63 días.  Es decir, que las hojas de los clones 529-28 y 529-48 duraron en 
promedio 21 días más o 34% más que las hojas del control (Figura 20).  Los 
rangos en días de retención de las hojas emitidas a 126 DDS fueron: para 529-28 
entre 73 y 109 días; para 529-48 entre 67 y 107 días y para el clon 60444 (control) 
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entre 37 y 98 días. Estos rangos de valores tan amplios se manifiestan en un 
coeficiente de variación alto, para el experimento de 25.38%.  Para el clon 529-28 
esta mayor longevidad foliar no se tradujo en un mayor rendimiento de raíz ni de 
contenido de materia seca, lo que sugiere que para aumentar rendimiento no sólo 
es necesario que la hoja prolongue su vida adherida a la planta. También es 
necesario modificar la vía metabólica de modo que no se gaste el azúcar extra 
producida en respiración. Para el clon 529-48 que retuvo las hojas por tener una 
mayor altura, también existe la posibilidad que sea un variante somaclonal con 
hojas de mayor longevidad, lo cual pudiera confirmarse sembrando parcelas con 
sólo plantas del clon 529-48, para descartar la competencia por luz. Este hecho 
sería un indicador de que no siempre sería necesario el gen ipt para retención 
foliar, pero bajo las condiciones del ensayo. De cualquier manera el clon 529-48 
tampoco tuvo incremento en la producción de raíces ni materia seca, lo que, de 
nuevo, indica que bajo las condiciones ambientales probadas, esta variante 
somaclonal que retiene hojas tampoco confiere ventajas para el aumento de la 
productividad. Al igual que con el clon 529-28, es posible que bajo un estrés por 
sequía se puedan observar diferencias significativas en rendimiento,  al retener 
sus hojas evitaría una posterior construcción de follaje a expensas de las reservas 
de carbono de la raíz. 
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Figura 19. Retención foliar para las hojas emitidas a los 91, 126 y 162 días 
después de la siembra (DDS) y comportamiento de cada clon al interior de cada 
edad. Las hojas emitidas 162 DDS son significativamente más longevas, pero 
solamente en las hojas emitidas 126 DDS hay diferencia entre clones, las hojas de 
los clones 529-28 y 529-48 son igualmente longevas, pero son significativamente 
mayores que el clon control. * (P≤0,05); ** (P≤0,01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.4 Evaluación bioquímica de raíces 
 
- Porcentaje de materia seca; se logró determinar diferencias muy significativas 
en el contenido de materia seca de los clones (p=0.0082). El clon control con un 
contenido de seca promedio de 42.17 % fue mayor y diferente a los clones 
transgénicos 529-28 y 529-48, con 40.66 y 40.16% respectivamente (Anexo 20, 
Figura 20). Estos valores ponen de manifiesto que, si bien hubo diferencias 
significativas en peso y longevidad de hojas en el clon transgénico 529-28, no 
necesariamente esto se tradujo en una mayor acumulación de materia seca, de la 
cual el almidón como principal sustancia de reserva representa entre 73,7 a 84.9% 
dependiendo del genotipo y de las condiciones ambientales al momento de la 
cosecha (Richard et al., 1991). De nuevo, como se explicó en el descriptor de 
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peso de raíz fresca cosechada, la acumulación de fotosintatos depende del 
balance entre fotosíntesis y respiración, y al parecer la retención o producción de 
hojas tiene un costo energético para las plantas transgénicas, las cuales en 
promedio acumularon 4.17% menos de materia seca en las raíces respecto al 
control. Cabe decir que el clon 60444 es clasificado como de alto contenido de 
materia seca, puesto que es mayor a 35%. 
 
En algunos cultivos la capacidad de los órganos de almacenamiento puede ser 
limitada y en tal forma regula el crecimiento del órgano mismo y/o el crecimiento 
de la planta entera. En yuca, Cock, 1976, reporta que cuando el número de 
raíces por planta es menor a 9, la capacidad de las raíces como receptoras de 
carbohidratos puede limitar el rendimiento de las raíces y también el crecimiento 
total de la planta. Este parámetro podría explicar el menor contenido de materia 
seca de las raíces de los clones transgénicos, y relacionarse con el transgén ipt 
por lo que es pertinente incluirlo en próximas evaluaciones. Uno de los posibles 
efectos del transgén ipt en algunas especies transformadas es la reducción de la 
zona de elongación de la raíz, resultando en la madurez, en una reducción de la 
masa de las raíces (Medford et al., 1989), por lo tanto esto podría afectar el 
desarrollo y la capacidad de las raíces como vertedero de fotoasimilados. 
 
Al posible efecto adverso del transgén ipt sobre el desarrollo radical, puede 
sumarse el hecho de que su efecto en la retención de hojas resulte 
contraproducente, dado que en algunas variedades de yuca la defoliación es una 
estrategia de sobrevivir a condiciones estresantes, y una retención de hojas 
podría implicar un gasto energético para la planta que es demandado de sus 
reservas. Las hojas senescentes son poco eficientes en su fotosíntesis (Mejía S., 
1994) y aportarían poco a la acumulación de materia seca en las raíces, 
tendiendo a equilibrar la cantidad de carbono fijado con el respirado por estas. 
Por lo tanto, es mejor para las plantas reciclar los nutrientes de estas hojas 
senescentes y luego deshacerse de ellas. 
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 También el ambiente tuvo un efecto significativo sobre el contenido de materia 
seca en raíz (p=0.0140), la densidad tiene impacto pero su magnitud depende del 
nivel de fertilización, la separación de medias debido a la baja magnitud no puede 
establecer la diferencia (Anexo 20).  
 
En algunos casos un bajo contenido promedio de materia seca de raíz/planta, 
puede ser compensado en la producción de materia seca/hectárea si hay un buen 
rendimiento en raíces frescas, (Annual report, 2007). Por esta razón, 
adicionalmente y a partir del contenido de materia seca en las raíces, se calculó el 
rendimiento en materia seca por hectárea, como un estimado a partir de 
promedios y no se sometió a un análisis estadístico, puesto que los datos de 
contenido de materia seca, no estaban diferenciados por repetición, el número de 
plantas que da lugar a cada variable es diferente (60 plantas/clon para kg. de raíz 
fresca/planta vs. 12 plantas/clon, para contenido de materia seca). Así, en 
términos de rendimiento de materia seca por tonelada por hectárea, el clon control 
mostró 26.35% (4.68 Ton/ha) más de materia seca que el clon 529-28, y 31.05% 
(5.52 Ton/ha.) más que el clon 529-48 (Tabla 5). En el Anexo 20A, se muestran 
otros promedios relacionados con el rendimiento de materia seca por hectárea. 
 
Tabla 5. Promedios de  kilogramos de raíz fresca por planta, contenido de materia 
seca por planta y rendimiento de materia seca en toneladas por hectárea.  
              
Clon Kg. de raíz fresca/planta 
Contenido de 
materia seca en 
raíces  (%) 
Rendimiento en Ton/ha. de 
materia seca en raíces 
 
Control 3.651 42.215 17.787 
 
529-28 2.740 40.712 13.100 
 
529-48 2.705 40.204 12.264 
 
 
- Contenido de ácido cianhídrico total (HCNT); El potencial cianogénico de los 
tejidos de una planta de yuca es considerablemente afectado por las condiciones 
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ambientales donde ella crece y su edad al momento de la cosecha. En las 
condiciones que se corrió el ensayo, se determinaron diferencias significativas 
entre clones (p=0.0239). El clon 529-48 fue el de menor contenido de HCNT y se 
diferenció de los otros clones con 23.4% menos contenido de HCNT que el control 
y 27.6% menos que el clon 529-28. Los dos últimos clones no presentaron 
diferencias entre ellos (Anexo 21, Figura 20).  El clon 60444 es considerado como 
una yuca amarga, puesto que el contenido de HCNT para el 60444 (control) es de 
182.08 ppm (> 180 ppm). No obstante el clon 60444 (529-48) tuvo un contenido de 
139 ppm, lo que  lo clasifica como un clon dulce. 
 
- Contenido de amilosa (%); hubo diferencias significativas entre clones 
(p=0.0156). Los clones 529-28 y 529-48 fueron iguales, con más bajo contenido de 
amilosa, 20.10 y 20.07 % respectivamente, en relación al clon control con 20.86% 
de amilosa. Los clones transgénicos tuvieron en promedio 3.71% menos amilosa 
que el control. Aunque haya diferencias significativas entre los clones, el contenido 
de amilosa que corresponde para los tres, es clasificado como intermedio (17–
21%), el promedio de contenido de amilosa de dos mil genotipos de yuca fue 
16.6% ± 2.32 (CIAT, datos no publicados). También hay diferencias significativas 
(p=0.0123) entre densidad, siendo la densidad 1x0.75 la que favorece mayor 
contenido de amilosa, de 20.66% comparado con 20.03% para densidad 1x1, 
(incrementándola 3.0%). Estas densidades junto con  los niveles de fertilización 
establecieron interacción por lo cual hay diferencias muy significativas en la 
interacción de estas variables ambientales (p=<0.0001). El efecto de la densidad 
es más fuerte en el conjunto no fertilizado, incrementándose más el porcentaje de 
amilosa en el ambiente más estresante 1x0.75 no fertilizado. Por el contrario para 
los ambientes fertilizados el cambio de densidad no afectó significativamente el 
contenido de amilosa (Anexo 22). 
 
En la figura 20 se presenta un resumen gráfico del comportamiento de los 
principales descriptores agromorfológicos anteriores de la parte aérea y de la raíz. 
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Figura 20. Comportamiento promedio de los principales descriptores 
agromorfológicos en los clones 529-28, 529-48 y 60444 control. Los descriptores 
de la parte aérea son: altura de la planta, altura de la primera ramificación, 
proporción de follaje, longitud del pecíolo, peso del follaje y ancho del lóbulo. Los 
descriptores de raíz son: kilogramos de raíz, índice de cosecha, contenido de 
ácido cianhídrico y contenido de materia seca.  
 
 
 
 
5.5 Evaluación de fitohormonas en hojas, tallo y zona de abscisión. 
 
5.5.1 Determinación del contenido de zeatina (Citoquinina) 
 
En cuanto al contenido de zeatina en hojas maduras verdes, no senescentes, el 
ANOVA no detectó diferencias significativas a ningún nivel, todos los clones 
evaluados presentaron contenidos muy parecidos (Anexo 23). Las hojas maduras 
verdes de los tres clones tuvieron un contenido promedio de zeatina de 3.47 
pmol/cm2, un 76% mas que en hojas basales senescentes. 
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Luego de iniciado el proceso de senescencia, en las hojas basales senescentes se 
registraron diferencias altamente significativas para genotipos (P=0.0008) (Anexo 
24). El contenido de zeatina de las hojas basales senescentes del clon 529-28 fue 
diferente a los demás y se redujo sólo un 20.0%, pasando de 3.44 pmol/cm2 en 
hojas maduras verdes a 2.75 pmol/cm2 en hojas basales senescentes. Este 
mantenimiento de los niveles de zeatina en las hojas basales senescentes no 
necesariamente repercutió en una mayor longevidad de las hojas en la cosecha, ni 
en el mayor peso de follaje que obtuvo este clon (ver numeral 5.3.3 y 5.3.2.10). 
Para el clon 529-48 los niveles de zeatina en hojas basales senescentes fueron 
menores, reduciéndose en un 52.28%, pasando de 3.37 pmol/cm2 en hojas 
maduras verdes a 1.61 pmol/cm2 en hojas basales senescentes, igualando los 
niveles del clon control, cuyo contenido se redujo en 56.4%, pasando de 3.60 
pmol/cm2 en hojas maduras verdes a 1.56 pmol/cm2 en hojas basales senescentes 
(Tabla 6). Estos resultados de contenido de zeatina en hojas basales 
senescentes, coinciden con los resultados de detección y expresión del gen ipt 
obtenidos; donde en el clon transgénico 529-28 se logró detección y expresión de 
este gen y en el clon 529-48 no (ver numeral 5.2) y con su efecto en la retención 
foliar a los 126 DDS (4.2 meses). 
 
El ANOVA no detectó diferencias a ningún nivel en cuanto al contenido de 
citoquininas en la zona de abscisión (de hojas senescentes) y el tallo. Para la zona 
de abscisión el promedio fue 0.21 pmol/mg., y en el tallo fue de 0.34 pmol/mg. 
Esto demuestra que la acción del gen ipt estuvo probablemente restringida a la 
hoja senescente, gracias a la especificidad del promotor  SAG12. El producto final 
de la expresión del gen ipt, la citoquinina zeatina, no fue exportado a otras partes 
de la planta. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por  Gan y Amasino, 
1995, quienes determinaron que la citoquinina extra producida por la acción del 
gen ipt no se traslocaba desde las hojas de plantas transgénicas de tabaco, que 
servían como porta injerto, hacia otros órganos de injertos no transgénicos.  
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Tabla 6. Contenido de la citoquinina zeatina y del ácido abscísico ABA en tejido de 
hoja verde, hoja basal, zona de abscisión y tallo, para los clones Control, 529-28 y 
529-48. Destacándose el mayor contenido de zeatina en hojas basales del clon 
transgénico 529-28,      * (P≤0,05); ** (P≤0,01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5.2 Determinación del contenido de ácido abscísico (ABA) 
 
En cuanto al contenido de ácido abscísico en tejido de hojas apicales verdes, el 
ANOVA estableció diferencias significativas (Anexo 25) sólo entre clones 
(p=0.0177). La prueba de separación de medias estableció que el clon 529-28 
contenía 7.57 pmoles/cm2 de ABA, mayor que el de los otros dos (Tabla 6). 
 
Cuando las hojas basales entraron en senescencia se establecieron diferencias 
significativas entre clones (p=0.0153). En el clon control, el contenido de ABA se 
incrementó 1.8 pmoles/cm2 (41.1%) respecto a las hojas apicales. En contraste, el 
contenido de ABA de los clones 529-28 y 529-48 se redujo en 2.62 pmoles/cm2 
(34.5%) y 1.53 pmoles/cm2 (31.1%), respectivamente. La prueba de separación de 
medias estableció que el clon control poseía el contenido más alto de ABA, el clon 
529-48 el más bajo, pero debido a que sus hojas escaparon a la competencia por 
luz, sintetizando poco ABA y el clon 529-28 era intermedio. La disminución en el 
contenido de ABA del clon transgénico 529-28 podría explicar el mayor peso de su 
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follaje, producto de una mayor retención, debido a un alto nivel de citoquininas que 
ejercieron un efecto antagonista sobre el ABA, fitohormona asociada al proceso de 
senescencia foliar. El contenido de ABA en hojas basales también presentó una 
interacción de los clones con los ambientes (p=0.0318), las plantas en el ambiente 
1x1 No fertilizado sus hojas basales tuvieron el mayor contenido, con 7.24 
pmoles/cm2 (Anexo 26, Anexo 26 A). 
 
Para los tejidos de la zona de abscisión el ANOVA estableció diferencias 
significativas solo entre ambientes (p=0.0062). En el ambiente 1x0.75 no 
fertilizado, se registró el mayor contenido promedio de ABA para este tejido, de 
0.471 pmoles/mg. Los clones no mostraron diferencias entre ellos y en promedio 
tuvieron 0.259 pmoles/mg (Anexo 27, Anexo 27 A). 
 
Respecto al contenido de ABA en los tejidos del tallo, el ANOVA estableció 
diferencias altamente  significativas para clones (p=<0.0001). El análisis determinó 
para el clon 529-28 el mayor contenido de ABA en el tallo, con 0.577 pmoles/mg, 
los otros dos clones fueron iguales entre si y tuvieron en promedio 0.379 
pmoles/mg de ABA.  
 
Los ambientes también ejercieron efecto sobre esta variable (p=0.0149); las 
plantas ubicadas en el ambiente 1x1 no fertilizado fueron diferentes, generaron el 
mas alto contenido promedio de ABA en tallo, a este ambiente le siguió el 
ambiente 1x1 fertilizado, con 26% menos de contenido de ABA producido por las 
plantas. Estos dos ambientes fueron diferentes a los ambientes 1x0.75 fertilizado y 
1x0.75 no fertilizado, los cuales fueron iguales entre si. (Anexo 28, Anexo 28 A). 
Los clones también interactuaron con los ambientes (p=0.0416). 
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6. CONCLUSIONES 
 
 
• Se logró establecer un protocolo base para la evaluación de plantas 
transgénicas de yuca en condiciones de campo del CIAT, con el cual se 
evaluó satisfactoriamente el comportamiento de los clones transgénicos 
hasta el final de su ciclo.  
 
• La expresión del gen ipt en el clon transgénico 529-28 y la consecuente 
acumulación de citoquininas en hojas basales, produjo un aumento 
significativo en la longevidad foliar, sin incrementar el rendimiento en raíces 
frescas ni el contenido de materia seca en estas, bajo las condiciones 
ambientales del ensayo. 
 
• En el caso del clon 529-48, que resultó no ser transgénico, pero aún así 
retuvo hojas, la explicación más plausible es que se trató de un somaclon, 
con mayor altura, que evadió la competencia de las plantas circundantes 
por sombrío, y pudo así retener las hojas más tiempo que el control.  
 
• El análisis molecular de  las plantas transgénicas de yuca SAG12-ipt 
confirmó la presencia del transgén en uno de los clones, pero 
contrariamente a lo esperado, las pruebas de expresión determinaron un 
comportamiento poco específico del promotor SAG12, el cual no solamente 
se expresó en hojas senescentes, también en hojas verdes, tallo y raíz.  
 
• El análisis bioquímico confirmó el efecto de la expresión del gen ipt en hojas 
basales senescentes del clon transgénico 529-28. El contenido de zeatina 
en estas hojas se redujo solo un 20% con respecto a las hojas maduras 
verdes, lo cual ejerció un efecto antagonista con el ABA que tendió a bajar 
(respecto al control), de este modo se extendió la longevidad foliar.  
 
• En general, las características cualitativas no fueron significativamente 
alteradas, comparadas con algunas características cuantitativas que 
variaron significativamente. La caracterización agromorfológica de las 
plantas transgénicas detectó cambios significativos atribuibles a la 
expresión directa del gen ipt en los descriptores de ancho del lóbulo, 
longitud del pecíolo y longevidad foliar. También se observaron cambios 
debidos a la variación somaclonal, producto del proceso de transformación 
per se, tal vez no directamente relacionados con la expresión del gen ipt y 
su efecto. Estos fueron identificados en el clon no transgénico 529-48, que 
fue el más alto de los tres clones.  
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• El descriptor de peso de follaje en cosecha no es un parámetro fiable para 
medir retención foliar, puesto que en un mayor peso de follaje no siempre 
es indicativo de un mayor número de hojas. La longevidad foliar es un 
parámetro mas confiable. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
 
• La alta variabilidad de los datos de rendimiento de raíces frescas por planta 
que se obtuvo en el ensayo, es debido probablemente a las características 
naturales de no uniformidad en la calidad de las estacas, por lo tanto es 
aconsejable utilizar un material de siembra de características más 
uniformes o de lo contrario aumentar el tamaño del ensayo para lograr 
establecer diferencias en el rendimiento de raíces. 
 
• En la estimación del efecto del estrés por sequía sobre las plantas 
transgénicas ipt, es aconsejable disponer de una infraestructura apropiada 
para controlar todas las posibles fuentes de humedad que reciben las 
plantas. Las condiciones de casa de malla con techo impermeable son más 
controlables que las condiciones de campo para manejar el factor 
humedad. 
 
• A parte del peso del follaje y longevidad foliar es apropiado medir otros 
parámetros como el IAF y aquellos relacionados con la funcionalidad de las 
hojas retenidas, como el contenido de clorofila y la tasa de fotosíntesis, con 
lo cual se determinaría el tipo de comportamiento stay green que pudiera 
presentarse en los clones transgénicos evaluados. 
 
• En la estimación del efecto de la expresión del transgén ipt sobre el 
desarrollo de las raíces es necesario incluir otros descriptores 
agromorfológicos tales como número de raíces comerciales, longitud de las 
raíces y diámetro de las mismas, además de incluir una medición de 
fitohormonas en este órgano. Esto permitiría establecer si existe 
acumulación de citoquininas en las raíces que afecta el desarrollo de la 
biomasa radical y su capacidad como vertedero de sustancias 
almacenadas. 
 
• En el arreglo espacial de los clones transgénicos en el diseño experimental, 
debe considerarse las múltiples variaciones que pudiera traer un clon 
transgénico, por lo tanto es indicado que en el diseño experimental todas 
las plantas de un clon determinado se agrupen, ya que como se observó en 
el clon no transgénico 529-48, este retuvo mas follaje pero debido a que 
inesperadamente fue mas alto, lo que le permitió escapar a su follaje a la 
competencia por luz. 
 
• La aplicabilidad y éxito de éste protocolo a otros genotipos de yuca, con 
otros transgenes, o bajo otras condiciones ambientales, necesitaría de 
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ajustes, como otro diseño estadístico, la utilización de descriptores 
apropiados y de tecnologías adecuadas para la medición precisa de las 
variables utilizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 74
 
 
8. BIBLIOGRAFIA 
 
 
Annual report 2007. Development of genetic stocks and improved gene pools 
adapted to other environments in Colombia. Project SBA-2, Improved Cassava for 
the Developing World, chapter 7. 
 
Akiyoshi D. E., Morris R. O., Hinz R., Sue Mischke Barbara, Kosuge T., Garfinkel 
D. J., Gordon M. P. and Nester E. W., 1983. Cytokinin/Auxin Balance in Crown 
Gall Tumors is Regulated by Specific Loci in the T-DNA. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, Vol. 80, No. 2 (Jan. 
15, 1983), pp. 407-411.   
 
Akiyoshi D. E., Klee H., Amasino R. M., Nester E. W., and Gordon M. P.1984. T-
DNA of Agrobacterium tumefaciens encodes an enzyme ofcytokinin biosynthesis. 
Proc. Nati. Acad. Sci. Vol. 81, pp. 5994-5998, October 1984. 
 
Åstot Crister, Dolezal Karel, Nordström Anders, Wang Qun, Kunkel Tim, Moritz 
Thomas, Chua Nam-Hai, and Sandberg Göran 2000. An alternative cytokinin 
biosynthesis pathway. PNAS, vol. 97, no. 26, pp. 14778–14783, December 19, 
2000. 
 
Badenoch-Jones J, Parker CW, Letham DS, Singh S (1996). Effectof cytokinins 
supplied via the xylem at multiples of endogenous concentrations on transpiration 
and senescence in derooted seedlings of oat and wheat. Plant Cell Environ 19: 
504–516. 
 
Barry G. F., Rogers S. G., Fraley R. T., and Brand L. 1984. Identification of a 
cloned cytokinin biosynthetic gene. Proc. NatI. Acad. Sci. Vol. 81, pp. 4776-4780, August 
1984. 
 
Bell P. R., 1996. Megaspore Abortion: A Consequence of Selective Apoptosis?. 
International Journal of Plant Sciences, Vol. 157, No. 1 (Jan., 1996), pp. 1-7. 
 
Franco, T. L. e Hidalgo, R. (eds.). 2003. Análisis Estadístico de Datos de 
Caracterización Morfológica de Recursos Fitogenéticos. Boletín técnico no. 8, 
Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI), Cali, Colombia. 89 p. 
 
Borrell Andrew, Hammer Graeme, Oosterom Erik Van (2001). Stay-green: A 
consequence of the balance between supply and demand for nitrogen during grain 
filling?  
Annals of Applied Biology 138 (1) , 91–95. 
 
 75
Borrell, A.K., G.L. Hammer, and A.C.L. Douglas 2000. Does main-taining green 
leaf area in sorghum improve yield under drought? I. Leaf growth and senescence. 
Crop Sci. 40:1026–037. 
 
Buchanan-Wollaston Vicky 1997. The molecular biology of leaf senescente. 
Journal of Experimental Botany, Vol. 48, No. 307, pp. 181-199 
 
Ceballos Hernán y De la cruz Gabriel 2002. En: La yuca en el tercer milenio, 
Sistemas Modernos de Producción, Procesamiento, Utilización y Comercialización. 
Cap. 2, Pag. 16-32. 
Ceballos Hernán, Sánchez Teresa, Morante Nelson, Fregene Martin, Dufour 
Dominique, Smith Alison M., Denyer Kay, Pérez Juan Carlos, Calle Fernando And 
Mestres Christian, 2007. Discovery of an Amylose-free Starch Mutant in Cassava 
(Manihot esculenta Crantz). Journal of Agricultural and Food Chemistry, Published 
on Web 08/14/2007 page est: 7.2. 
 
Chang Hsiang, Jones Michelle L., Banowetz Gary M., and Clark David G., 2003. 
Overproduction of Cytokinins in Petunia Flowers Transformed with PSAG12-IPT 
Delays Corolla Senescence and Decreases Sensitivity to Ethylene. Plant 
Physiology, August 2003, Vol. 132, pp. 2174–2183. 
 
Chavez M.M., 1991. Effects of Water Deficits on Carbon Assimilation. Journal of 
experimental Botany Vol.42 pag. 235-241. 
 
Chen, C.M., and Melitz, D.K. (1979). Cytokinin biosynthesis in a cell-free system 
from cytokinin-autotrophic tobacco tissue cultures. FEBS Lett. 107, 15-20. 
 
Chull Chung -Byoung, Yeb Lee Sang, Aeong Oh Sung, Hyong Rhew Tae, Gil Man 
Hong and Hwan Lee. 1997. The promoter activity of sen1, a senescente-
associated gene of Arabidopsis, is represed by sugars. Journal of Plant physiology 
Vol. 151. pp. 339-345. 
 
Cock J.H. 1976. Fisiología de la yuca. In: Curso sobre producción de yuca, 
Octubre 2 a Noviembre 3 de 1976. Centro Internacional de Agricultura Tropical 
(CIAT) Cali, CO. p. 127-139, Documento 7499. 
 
Cock JH. 1984. Cassava: a basic energy source in the tropics. Science 
218(4574):755-762. 
 
Cock JH; El-Sharkawy MA. 1988. Physilogical characteristics for cassava 
selection. Experimental Agriculture 24 (4): 443-448. 
 
Cock, J.H., D. Franklin, D. Sandoval, and P. Juri. 1979. The ideal cassava plant for 
maximum yield. Crop Sci. 19:271-279. 
 
 76
Crafts-Brandner SJ, Ho¨lzer R, Feller U. 1998. Influence of nitrogen deficiency on 
senescence and the amounts of RNA and proteins in wheat leaves. Physiologia 
Plantarum 102, 192–200. 
 
De Cleene, M. & De Ley, J. (1976). The host range of crown gall. Bot. Rev. 42, 
390-466. 
 
Dellaporta S.L. and Calderon (1994) The sex determination process in mays. 
Science 266:1501 –1505.  
 
El-Sharkawy, M.A. 1993. Drought-tolerant cassava for Africa, Asia and Latin 
America. BioScience 43:441-451. 
 
El-Sharkawy, M.A. 2004. Cassava biology and physiology. Plant Molecular Biology 
56: 481-501. 
 
El-Sharkawy, M.A. and Cock, J.H. 1984. Water use efficiency of cassava. I. Effect 
of air humidity and water stress on stomatal conductance and gas exchange. Crop 
Science 24: 497-502.  
 
El-Sharkawy, M.A. and Cock, J.H. 1987. Response of cassava to water stress. 
Plant and Soil 100: 345-360.  
 
Escobar Matthew A. and Dandekar Abhaya M. 2003. Agrobacterium tumefaciens 
as an agent of disease. Trends in Plant Science Vol.8 No.8 August 2003. 
 
Essers, S.A.J.A., Bosveld, M., Grift, van der  R.M. and Voragen, A.G.J. (1993) 
Studies on the cuantification of specific  cyanogens in cassava products and 
introduction of a new chromogen. J. Sci. Food Agric. 63 287-296. 
 
 
Faiss M, Zalubìlová J, Strnad M, Schmülling T (1997) Conditional transgenic 
expression of the ipt gene indicates a function for cytokinins in paracrine signaling 
in whole tobacco plants. Plant J 12: 401–415. 
 
Fernández Lianne, Gálvez G. y Fundora Zoila, 2000. Estudio de la heredabildad 
del rendimiento y sus componentes en yuca (manihot esculenta Crantz). Cultivos 
tropicales 21(2):37-42. 
 
Fregene M., Angel F., Gomez R., Rodriguez F., Chavarriaga P., Roca W., Tohme J. 
and Bonierbale M. (1997) A molecular genetic map of cassava (Manihot esculenta 
Crantz). Theoretical and Applied Genetics 95:431-441. 
 
 77
Fujiki, Y., Yoshikawa, Y., Sato, T., Inada, N., Ito, M., Nishida, I. and Watanabe, A. 
2001. Dark-inducible genes from Arabidopsis thaliana are associated whit leaf 
senescente and repressed by sugars. Physiol. Plant. 111, 345-352. 
 
Fukuda H. (1997)  Tracheary element differentiation. Plant Cell 9: 1147 – 1156.  
 
Gan, S. and Amasino, R.M. 1995. Inhibition of leaf senescence by autoregulated 
production of cytokinin. Science, 270:1986-1988. 
 
Gepstein, S. (2004) Leaf senescence – not just a “wear and tear” phenomenom. 
Genome Biol. 5:212. 
 
Gepstein, Shimon, Sabehi  Gazalah, Jeanne Carp Mariane, Hajouj Taleb, Nesher 
Mizied Falah Orna, Yariv Inbal, Dor Chen and Bassani Michal 2003. Large-scale 
identification of leaf senescence-associated genes. The plant Journal 36, 629-642. 
 
Goldberg S.B., Flick J.S. and Rogers S.G. 1984. Nudeotide sequence of the tmr 
locus of Agrobactentum tumefaciens pTi T37 T-DNA. Nucleic Acids Research. 
Volume 12 Number 11 1984 pp. 4665-4677. 
Gonçalves F. W. M y Guevara C. l. 1998. Descritores morfológicos e agronômicos 
para a caracterizaçảo de mandioca Manihot esculenta, Crantz , en mèmorias do 
workshop latinoamericano sobre recursos genéticos de mandioca (Manihot 
esculenta, Crantz) Cruz das Almas, Bahia, Brasil, 23 a 28 de outubro de 1995. 
 
González A. E., Schöpke C., Taylor N. J. Beachy R. N., Fauquet C. M. 1998. 
Regeneration of transgenic cassava plants (Manihot esculenta Crantz) through 
Agrobacterium-mediated transformation of embryogenic suspension cultures. Plant 
Cell Reports 17: 827–831. 
 
Guivarc'h, A., Rembur, J., Goetz, M., Roitsch, T., Noin, M., Schmulling, T., 
Chriqui, D. (2002) "Local expression of the ipt gene in transgenic tobacco 
(Nicotiana tabacum L. cv. SR1) axillary buds establishes a role for cytokinins in 
tuberization and sink formation" J. Exp. Bot. 53: 621-629. 
 
Gutierrez Camarena G., 2001. Señales entre hongos patógenos y plantas 
hospederas resistentes. Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del 
Ambiente 7(1): 15-19. 
 
Gutierrez Camarena G., 2006. Muerte celular programada como respuesta al 
estrés ambiental. Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente 
12(2): 93-99. 
 
Gwathmey C. O, Hall E. A. and Madore M. A. 1992. Adaptive Attributes of Cowpea 
Genotypes with Delayed Monocarpic Leaf Senescente. Crop Sci 32:765-772 
(1992). 
 78
 
Halsey Mark E., Olsen Kenneth M., Taylor Nigel J. and Chavarriaga-Aguirre Paul 
2008. Reproductive Biology of Cassava (Manihot esculenta Crantz) and Isolation 
of Experimental Field Trials. Crop Sci. 48:49–58 
 
Hankoua B.B., Taylor N.J., Ng S.Y.C., Fawole I., Puonti-Kaerlas J., Padmanabhan 
C., Yadav J.S., Fauquet C.M., Dixon A.G.O., Fondong V.N. 2006. Production of the 
first transgenic cassava in Africa via direct shoot organogenesis from friable 
embryogenic calli and germination of maturing somatic embryos. African Journal of 
Biotechnology Vol. 5 (19), pp. 1700-1712, 2 October 2006. 
 
Hauck B., Gay A.P., Macduff J., Griffiths C.M., Thomas H. 1997. Leaf senescence 
in a non-yellowing mutant of Festuca pratensis: implications of the stay-green 
mutation for photosynthesis, growth and nitrogen nutrition. Plant, Cell and 
Environment Vol. 20 Number 8 pp. 1007-1018. 
 
He Steve S., Hoelscher Angel, Liu Jingyue, O’Neill Dennis, Layton Jeanne, 
McCarroll Robert, Dotson Stanton 2005. Cell cycle specific isopentenyl transferase 
expression led to coordinated enhancement of cell division, cell growth and 
plantdevelopment in transgenic Arabidopsis. Plant Biotechnology 22, 261–270 
(2005). 
 
Hewelt Andreas, Prinsen Els, Schell Jeff, Harry Van Onckelen and Thomas 
Schmiülling 1994. Promoter tagging with a promoterless ipt gene leads to 
cytokinin-induced phenotypic variability in transgenic tobacco plants: implications 
of gene dosage effects. The P/ant Journal 6(6), 879-891. 
http://www.colpos.mx/interac/seminarioprima.doc
 
http://www.safv.com.ar/Giamet101004.pdf
 
http://www.biologia.edu.ar
http://www.ugr.es/~eianez/Biotecnologia/impact.htm#kjellson
Jean-Prost Pierre, 1970. La botánica y sus aplicaciones agrícolas. p.163, 
Ediciones Mundiprensa. 
 
Jennings Dland Iglesias C (2002) Breeding for crop improvement. In: Cassava 
biology, production and utilization. Hillocks Rj, Tres JM and Bellotti AC (eds). CABI 
Publishing, Wallingford, UK, pp. 149-166. 
 
Kawano K, Amaya A, Daza P and Rios M (1978) Factors affecting efficiency of 
hybridization and selection in cassava. Crop Sciences 18, 373-376. 
 
 79
Kingston-Smith, Alison H. - Bollard, Andrea L. - Humphreys, Mervyn O. - 
Theodorou, Michael K. 2002. An Assessment of the Ability of the Stay-green 
Phenotype in Lolium Species to Provide an Improved Protein Supply for 
Ruminants. Annals of Botany. 89(6):731-740, June 2002. 
 
Klee Harry J.,’ Hayford Maria B., Kretzmer Keith A., Barry Gerard F., and Kishore 
Ganesh M. 1991. Control of Ethylene Synthesis by Expression of a Bacterial 
Enzyme in Transgenic Tomato Plants. The Plant Cell, Vol. 3, 1187-1 193, 
November 1991 0 1991 American Society of Plant Physiologists. 
 
Laloue, M., and Pethe, C. (1982). Dynamics of cytokinin metabolism in tobacco 
cells. In Plant Growth Substances, P.F. Wareing, ed (London: Academic Press), 
pp. 185-195. 
 
Lenis J.I., Calle F., Jaramillo G., Perez J.C., Ceballos H. and Cock J.H.. 2006. Leaf 
retention and cassava productivity. Field Crops Research. Volume 95, Issues 2-3, 
15 February 2006, Pages 126-134. 
 
Levine Alex, Pennell Roger I., Alvarez Maria E., Palmer Robert and Lamb Chris, 
1996. Calcium-mediated apoptosis in a plant hypersensitive disease resistance 
response. Current Biology 1996, Vol 6 No 4:427–437 
 
Lian, X. 1987. In: CIAT (eds): Cassava breeding: a multidisciplinary review. 
Proceedings of a workshop held in the Philippines, March 1985: 67-88. 
 
Lohman Karin N., Gan Susheng, John Manorama C., Amasino  Richard M. 1994. 
Molecular analysis of natural leaf senescence in Arabidopsis thaliana. Physiologia 
Plantarum 92 (2), 322–328. 
 
Loomis, R. S. 2002. Ecología de cultivos: productividad y manejo en sistemas 
agrarios. Editorial Mundi-Prensa, Págs. 591. ISBN: 978-84-8476-080-1. 
 
López Javier 2002. En: La yuca en el tercer milenio, Sistemas Modernos de 
Producción, Procesamiento, Utilización y Comercialización. Cap. 4, Pag. 49-75. 
 
Lur H.S. & Setter T.L. (1993) Role of auxin in maize endosperm development.  
Timing of nuclear DNA endoreduplication, zein expression, and cytokinin.  Plant 
Physiology 103: 273-280. 
 
Mahalakshmi Viswanathan  and Bidinger R. Francis 2002. Evaluation of Stay-
Green Sorghum Germplasm Lines at ICRISAT. Crop Sci. 42:965–974. 
 
 80
Mba R.E.C. et al (2001) Simple sequence repeat (SSR) markers survey of the 
cassava (M esculenta) genome: towards an SSR-based molecular genetic map of 
cassava. Theoretical and applied genetics 102:21-31. 
 
Mc Cabe MS, Garratt LC, Schepers F, Jordi WJRM, Stoopen GM, Davelaart E, A. 
van Rhijn JH, Power JB and Davey MR., 2001. Effects of pSAG12-ipt gene 
expression on development and senescence in transgenic lettuce. Plant 
Physiology 127:505-516. 
 
Macduff James, Raistrick Neil and Humphreys Mervyn 2002.  Differences in growth 
and nitrogen productivity between a stay-green genotype and a wild-type of Lolium 
perenne under limiting relative addition rates of nitrate suplí. Physiologia Plantarum 
116: 52–61. 
 
McGaw, B.A. (1988). Cytokinin biosynthesis and metabolism. In Plant Hormones 
and Their Role in Plant Growth and Development, P.J. Davies, ed (Dordrecht, The 
Netherlands: Kluwer Academic Publishers), pp. 76-93. 
 
Medford June I., Horgan Roger, El-Sawi Zaki and Klee Harry J. 1989. Alterations of 
Endogenous Cytokinins in Transgenic Plants Using a Chimeric lsopentenyl 
Transferase Gene. The Plant Cell, Vol. 1, 403-41 3, April 1989. 
 
Mejía de Tafur S. 1994. Respuesta fisiológica de la yuca (Manihot esculenta 
Crantz) al estrés prolongado de agua y a la fertilización. Tesis Ms. Universidad 
Nacional de  Colombia, sede Palmira. 
 
Mejía de Tafur S; El Sharkawy MA; Cadavid L. LF. 1997. Response of cassava 
(Manihot esculenta, Crantz) to water stress and fertilization. Photosynthetica 
(Checoslovaquia) 33(10): 1-10. 
 
Mejía de Tafur Maria Sara 2002. Fisiología de la yuca (Manihot esculenta, Crantz), 
Capítulo 3, pag. 34-45. En la yuca en el tercer milenio, sistemas moderno de 
producción, procesamiento, utilización y comercialización/ compilado y dirigido por 
Bernardo Ospina, Hernán Ceballos. – Cali, Colombia: Centro internacional de 
Agricultura Tropical CIAT; Consorcio Latinoamericano y del Caribe de apoyo a la 
investigación y desarrollo de la yuca. Proyecto IP-3 Mejoramiento de Yuca, 2002. 
586p – (publicación CIAT; no. 327). ISBN 958-694-043-8. 
 
Mestres, C.; Matencio F.; Pons B.; Yijad, M.; Flieel G. 1996. A rapad method for 
the determination of amylase content by using differential scanning calorimetry. 
Starch/Starke, 48, 2-6. 
Monsi M, Uchijima Z, Oikawa T., 1973. Structure of Foliage Canopies and 
Photosynthesis. Annual Review of Ecology and Systematics, November 1973, Vol. 
4, Pages 301-327. 
 81
Montaldo A. 1985. La yuca o mandioca: cultivo, industrialización, aspectos 
económicos, empleo en la alimentación animal, mejoramiento. Instituto 
Interamericano de Cooperación para la Agricultura, San José, Costa Rica. 386 p. 
Motyka Václav, Faiss Martin, Strnad Miroslav, Kamínek Miroslav, and Schmülling 
Thomas, 1996. Changes in Cytokinin Content and Cytokinin Oxidase Activity in 
Response to Derepression of ipt Cene Transcription in Transgenic Tobacco Calli 
and Plants. Plant Physiol. (1996) 11 2: 1035-1043. 
 
Nguyen Huynh Le, VanToai Tara, Streeter John and Banowetz Gary 2005.  
Regulation of flooding tolerance of SAG12:ipt Arabidopsis plants by cytokinin. 
Journal of Experimental Botany, Vol. 56, No. 415, pp. 1397–1407, May 2005. 
 
Ober ES, Setter TL, Madison JT, Thompson JF, Shapiro PS  1991. Influence of 
water deficit on maize endosperm development.  Enzyme activities and RNA 
transcripts of starch and zein synthesis, abscisic acid, and cell division.  Plant 
Physiol 97:154-164. 
 
Olsen KM; Schaal BA. 2001. Microsatellite variation in cassava (Manihot sculenta, 
Euforbiaceae) and its wild relatives: further evidence for a souther. Amazonian 
origin of domestication. American Journal of Botany 88(1): 131-142. 
 
Pan, W. L., Cambereto J. J., Jackson W. A. and Moll R. H. (1986): Utilization of 
previously accumulated and concurrently absorbed nitrogen during reproductive 
growth in maize. Plant Physiology 82, 247-253. 
 
Prieto, M. L.; Valencia, C. E. 1988. Thesis. Obtención de un método patrón y 
desarrollo de un método rápido y práctico para la determinación del contenido de 
humedad en yuca (Manihot esculenta Crantz). Development of fase method for the 
determination of the humidity content. 
 
Ream W. Lloyd., Gordont P. Milton and Nester Eugene W. 1983. Multiple 
mutations in the T region of the Agrobacterium tumefaciens tumor-inducing 
plasmid. Proc. Natl Acad. Sci. USA Vol. 80, pp. 1660-1664, March 1983. 
 
Redig Pascale, Schmülling Thomas, and Onckelen Harry Van 1996. Analysis of 
Cytokinin Metabolism in ipt Transgenic Tobacco by Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry. Plant Physiol. 112: 141-148. 
 
Rickard, J. E.; Asaoke, M.; Blanshard, J. M. V. The physicochemicalproperties of 
cassava starch. Trop. Sci. 1991, 31, 189-207. 
Riz: Determination de la teneur en Amylose; ISO 6647 (F), 1987. in yucca.) 
Universidad del Valle y Universidad Nacional de Colombia, 101 pp (available at 
CIAT, Apartado aéreo 6713, Cali, Colombia). 
 
 82
Roca W. M., Rodríguez J. A., Mafla G. and Roa J. C. 1984. Procedures for 
recovering cassava clones distributed in vitro: CIAT, Cali, Colombia, 8p. 
 
Rosas C; Cock JH; Sandoval G. 1976. Leaf roll in cassava. Experimental 
Agriculture 12:395-400. 
Salisbury Frank B., Ross Cleon W., Alonso José Manuel 2000. Fisiología de las 
plantas Cengage Learning editores P.634-636, Cap. 16, parte III, pag. 559 
 
Salisbury Frank B., Ross Cleon W. 1992. Fisiología vegetal. Grupo Editorial 
Iberoamericana, S.A. de C.V. Cap. 13, pag. 331-316. 
 
Schöpke C., Taylor N. J., Cárcamo R., Beachy R. N., Fauquet C. 1997. 
Optimization of parameters for particle bombardment of embryogenic suspension 
cultures of cassava (Manihot esculenta Crantz) using computer image analysis. 
Plant Cell Reports 16: 526–530. 
Schöpke Christian, Taylor Nigel, Cárcamo Rosa, Koffi Konan N'Da, Marmey 
Philippe, Henshaw Graham G., Beachy Roger N. & Fauquet Claude 1996. 
Regeneration of transgenic cassava plants (Manihot esculenta Crantz) from 
microbombarded embryogenic suspension cultures. Nature Biotechnology  14, 731 
– 735. 
 
Secretaría del Convenio sobre la Diversidad Biológica (2000). Protocolo de 
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnología del Convenio sobre la Diversidad 
Biológica: texto y anexos. Montreal: Secretaría del Convenio sobre la Diversidad 
Biológica. 
 
Setter T.L., Flannigan B.A., Melkonian J. (2001) Loss of kernel set due to water 
deficit and shade in maize: Carbohydrate supplies, abscisic acid, and cytokinins. 
Crop Science 41: 1530-1540. 
 
Smart Catherine M., Scofield Steven R., Bevan Michael W. and Dyer Tristan A., 
1991. Delayed Leaf Senescence in Tobacco Plants Transformed with tmr, a Gene 
for Cytokinin Production in Agrobacterium. The Plant Cell, Vol. 3, 647-656, July 
1991. 
 
Sun Noh-Yoo and Amasino Richard M., 1999. Identification of a promoter region 
responsible for the senescence-specific expression of SAG12. Plant Molecular 
Biology 41: 181–194, 1999. 
 
Swartzberg Dvora, Kirshner Beny, Rav-David Dalia, Elad Yigal  and Granot David, 
2008. Botrytis cinerea induces senescence and is inhibited by autoregulated 
expression of the IPT gene. Eur J Plant Pathol (2008) 120:289–297. 
 83
 
Thomas Howard and Smart Catherine M. 1993. Crops that stay green. Ann. Appl. 
Biol. 123, 193-219. 
 
Thomas Howard and Smart Catherine M. 2000. Five way to stay green. Journal of 
experimental of Botany. Vol 51, GPM, special issue, pp. 329-337. 
Thomas Howard and Stoddart John. L. 1980. Leaf Senescence. Annual Review of 
Plant Physiology, June 1980, Vol. 31, Pages 83-111. 
Tofiño R.A.P. López F.Y. 2005. Rutas fotosintéticas: dinámica, evolución y 
perspectives de mejoramiento. Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira. 
Van Doorn W.G. and Woltering E.J. (2004). Senescence and programmed cell 
death: substance or semantics?. Journal of Experimental Botany, Vol. 55, No. 406, 
pp. 2147–2153. 
 
Van Oosterom, E.J., R. Jayachandra, and F.R. Bidinger. 1996. Diallel analysis of 
the stay-green trait and its components in sorghum. Crop Science 36:549-555. 
 
Vonshak, A. and Richmond, A. E. 1975. Inicial status in the onset of senescente in 
tobacco leaves. Plant Physiol. 55:786-90. 
 
Walden R., Reiss B., Koncz C., and Schell J., 1997. The impact of Ti-plasmid-
derived gene vectors on the study of the mechanism of action of phytohormones. 
Annu. Rev. Phytopathol. 1997. 35:45–66. 
Walker-Simmons, M. 1987. ABA levels and sensitivity in developing wheat embryos 
of sprouting resistant and susceptible cultivars.  Plant Physiol. 84:61-66. 
 
Wareing P. F. and Phillips I. D. J. 1978. The control of growth and differentiation in 
plants. Second edition, Pergamon press, p. 281-303. 
 
Weaver Louis M., Gan Susheng, Quirino Betania and Amasino Richard M. 1998. A 
comparison of the expression patterns of several senescence associated genes in 
response to stress and hormone treatment. Plant Molecular Biology 37: 455–469. 
 
Yeung E.C. and Meinke D.W (1993). Embryogenesis in angiosperms: 
Development of the suspensor. Plant Cell 5:  1371-1381. 
 
Zapata JM, Guera A, Carrasco A Esteban-, Martın M. and Sabater B. 2005. 
Chloroplasts regulate leaf senescence: delayed senescence in transgenic ndhF-
defective tobacco. Cell Death and Differentiation (2005) 12, 1277–1284. 
 
Zavaleta-Mancera H.A., Franklin K.A.,. Ougham, H.J., Thomas, H., Scott, I.M. 
(1999). Regreening of senescent Nicotiana leaves. I. Reappearance of NADPH 
 84
Protochlorophyllide oxidoreductase and light-harvesting chlorophyll a/b-binding 
protein. J.Exp.Bot. 50: 1677-1682.  
 
Zhang J., Van Toai T., Huynh L. & Preiszner J. 2000. Development of flooding-
tolerant Arabidopsis thaliana by autoregulated cytokinin production. Molecular 
Breeding 6: 135–144, 2000. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 85
9. ANEXOS 
 
ANEXO 1 
Formato para registro de descriptores agromorfológicos en campo (Goncalves y 
Guevara, 1998). 
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ANEXO 2.  
 
Secuencias insertadas en las clones transgénicos 60444(529-28) y 
60444(529-48) 
 
Gen nptII (neomicina fosfo-transferasa) 
 
TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGA
GGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGG
TCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCA
GGCATCGCCATGTGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTG
GCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGC
TCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATC
AGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATA
GCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCAC
GATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGGAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCG
CCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATA
GCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCCCCAT 
 
NOS-Terminador 
 
CGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATT
TCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGA
TTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCG
CGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGG 
 
Gen ipt de Agrobacterium (Isopentenyl Transferasa) 
 
GGATCCCGTTACAAGTATTGCACGTTTTGTAAATTGCATATTAATGCAATCTGGATGTTTAATAACGAATGTAA
TGGCGTAGAAATATGTATTTTATTGTATTTATCTTTCACTATGTTGAAGTTTGCAATAATATGCTAATGTAAAA
TTAAAAAATTATGTACTGCCGCATTTGTTCAAATGGCGCCGTTATTTCAAAAATATCTTTGATTTTGTTACGAG
GACAACGACTGCAGGAAGTAAATAAAAGACGCTGTTGTTAAGAAATTGCTATCATATGTGCCCAGCTATAGGGC
CATTTAAGTTCAATTGTGAAATAGCCGCCCTTATTTTGACGTCTCATCAAATCAAATATTAAAAAATATCTCAC
TCTGTCGCCAGCAATGATGTAATAACCGCAGAAAAGTGAGAGTAAATCGCGGAAAAACGTCGCCGAGTGGCATG
AATAGCGGCCTCCGTATTGCTGATTTAGTCAGCTTTATTTGACTTAAGGGTGCCCTCGTTAGTGACAAATTGCT
TTCAAGGAGACAGCCATGCCCCACACTTTGTTGAAAAACAAGTTGCCTTTTGGGAAGAACCTAAAGCCACTTGC
TCTTCAAGGAGGAATATCGAGGAAGAGAATATAACAGCCTCTGGTACAGACTTCTCTTGTGCAAAAATCAATTT
GTATTCAACATATCGCAAGACCGATGGATCTACGTCTAATTTTCGGTCCAACTTGCACAGGAAAGACATCGACT
GCGATAGCTCTTGCCCAGCAGACTGGCCTCCCAGTCCTCTCGCTCGATCGCGTCCAATGCTGTCCTCAACTATC
AACCGGAAGCGGGCGACCAACAGTGGAAGAACTGAAAGGAACGACTCGTCTGTACCTTGATGATCGCCCTTTGG
TAAAGGGTATCATTACAGCCAAGCAAGCTCATGAACGGCTCATTGCGGAGGTGCACAATCACGAGGCCAAAGGC
GGGCTTATTCTTGAGGGAGGATCTATCTCGTTGCTCAGGTGCATGGCGCAAAGTCGTTATTGGAACGCGGATTT
TCGTTGGCATATTATTCGCAACGAGTTAGCAGACGAGGAGAGCTTCATGAGCGTGGCCAAGACCAGAGTTAAGC
AGATGTTACGCCCCTCTGCAGGTCTTTCTATTATCCAAGAGTTGGTTCAACTTTGGAGGGAGCCTCGGCTGAGG
CCCATACTGGAAGGGATCGATGGATATCGATATGCCCTGCTATTTGCTACCCAGAACCAGATCACGCCCGATAT
GCTATTGCAGCTCGACGCAGATATGGAGAATAAATTGATTCACGGTATCGCTCAGGAGTTTCTAATCCATGCGC
GTCGACAGGAACAGAAATTCCCTTTGGTGGGCGCGACAGCTGTCGAAGCGTTTGAAGGACCACCATTTCGAATG
TGATAGATTGCACCAGTTTTGTTTCAGACTTGTCGCTATTTGAATAAGATGTTCGTTCTTTGTTGTGTTGGTGT
GTTGTGATAGAGGCAAGTGGTTTGAAACTTGTTTTTACTGGTTTATTTTCAGTCTCTTGGACGATGTTTTACAA
ATATAATATTGTGAAAATTGTGGTTTTATATTCGTAGAACGAAATAAATGGTAAGTATAGCCGTTATCAAAATT
TAGCAAAAATTGTTAAAGGTTCTTTTATGCGGTGAGGTTGTCGACTTTTCATCATTGTCGCGTAAGGAGTTACG
GATATCCATAACTGTAAAAACGCCGCAGAATTTACGGGTGGTGCATTTAGTTTGCCGTTCAACATGATTTTGGC
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AATAGTTGGTAACCAAGCACTAGCCAACCGTTCGATAATCACTTAATCGATGGAACCGTTCAGCTTTCCTTCGT
GAGGCTGCTCTTGATGATGAGCTGCCGTCTAGTTTTTATAACGCCGGGTTACGCATTATAGACAAGCTT 
 
 
Promotor SAG12 de Arabidopsis 
 
GATATCTCTTTTTATATTCAAACAATAAGTTGAGATATGTTTGAGAAGAGGACAACTATTCTCGTGGAGCACCG
AGTCTGTTTTATATTAGAAACCCGATTGTTATTTTTAGACTGAGACAAAAAAGTAAAATCGTTGATTGTTAAAA
TTTAAAATTAGTTTCATCACGTTTCGATAAAAAAATGATTAGTTATCATAGCTAATATAGCATGATTCTAAATT
TGTTTTTTGACACCCTTTTTTTCTCTCTTTGGTGTTTTCTTAACATTAGAAGAACCCATAACAATGTACGTTCA
AATTAATTAAAAACAATATTTCCAAGTTTTATATACGAAACTTGTTTTTTTAATGAAAACAGTTGAATAGTTGA
TTATGAATTAGTTAGATCAATACTCAATATATGATCAATGATGTATATATATGAACTCAGTTGTTATACAAGAA
ATGAAAATGCTATTTAAATACCGATCATGAAGTGTTAAAAAGTGTCAGAATATGACATGAAGCGTTTTGTCCTA
CCGGGTATCGAGTTATAGGTTTGGATCTCTCAAGAATATTTTGGGCCATATTAGTTATATTTGGGCTTAAGCGT
TTTGCAAAGAGACGAGGAAGAAAGATTGGGTCAAGTTAACAAAACAGAGACACTCGTATTAGTTGGTACTTTGG
TAGCAAGTCGATTTATTTGCCAGTAAAAACTTGGTACACAACTGACAACTCGTATCGTTATTAGTTTGTACTTG
GTACCTTTGGTTAAGAAAAAGTTGATATAGTTAAATCAGTTGTGTTCATGAGGTGATTGTGATTTAATTTGTTG
ACTAGGGCGATTCCTTCACATCACAATAACAAAGTTTTATAGATTTTTTTTTATAACATTTTTGCCACGCTTCG
TAAAGTTTGGTATTTACACCGCATTTTTCCCTGTACAAGAATTCATATATTATTTATTTATATACTCCAGTTGA
CAATTATAAGTTTATAACGTTTTTACAATTATTTAAATACCATGTGAAGATCCAAGAATATGTCTTACTTCTTC
TTTGTGTAAGAAAACTAACTATATCACTATAATAAAATAATTCTAATCATTATATTTGTAAATATGCAGTTATT
TGTCAATTTTGAATTTAGTATTTTAGACGGTTATCACTTCAGCCAAATATGATTTGGATTTAAGTCCAAAATGC
AATTTCGTACGTATCCCTCTTGTCGTCTAATGATTATTTCAATATTTCTTATATTATCCCTAACTACAGAGCTA
CATTTATATTGTATTCTAATGACAGGGAAACTTTCATAGAGATTCAGATAGATGAAATTGGTGGGAAACATCAT
TGAACAGGAAACTTTTAGCAAATCATATCGATTTATCTACAAAAGAATACTTAGCGTAATGAAGTTCACTTGTT
GTGAATGACTATGATTTGATCAAATTAGTTAATTTTGTCGAATCATTTTTCTTTTTGATTTGATTAAGCTTTTA
ACTTGCACGAATGGTTCTCTTGTGAATAAACAGAATCTTTGAATTCAAACTATTTGATTAGTGAAAAGACAAAA
GAAGATTCCTTGTTTTTATGTGATTAGTGATTTTGATGCATGAAAGGTACCTACGTACTACAAGAAAAATAAAC
ATGTACGTAACTACGTATCAGCATGTAAAAGTATTTTTTTCCAAATAATTTATACTCATGATAGATTTTTTTTT
TTTGAAATGTCAATTAAAAATGCTTTCTTAAATATTAATTTTAATTAATTAAATAAGGAAATATATTTATGCAA
AACATCATCAACACATATCCAACTTCGAAAATCTCTATAGTACACAAGTAGAGAAAATAAATTTTACTAGATAC
AAACTTCCTAATCATCAATTATAAATGTTTACAAAACTAATTAAACCCACCACTAAAATTAACTAAAAATCCGA
GCAAAGTGAGTGAACAAGACTTGATTTCAGGTTGATGTAGGACTAAAATGGCTACGTATCAAACATCAACGATC
ATTTAGTTATGTATGAATGAATGTAGTCATTACTTGTAAAACAAAAATGCTTTGATTTGGATCAATCACTTCAT
GTGAACATTAGCAATTACATCAACCTTATTTTCACTATAAAACCCCATCTCAGTACCCTTCTGAAGTAATCAAA
TTAAGAGCAAAAGTCATTTAACTTTCCTAAAACAATGGCTTTAAAACATATGCAAATCTTTCTCTTCGTCGCTA
TATTTTCATCATTCTGTTTCTCCATCACTCTTTCTCGTCCACTCGACAATGAACTCATCATGCAAAAGAGGCAC
ATCGAGTGGATGACTAAACACGGTCGTGTCTACGCGGATGTGAAGGAGGAAAACAATCGCTACGTTGTGTTCAA
AAACAACGTCGAACGCATTGAACATTTAAATAGCATTCCTGCCGGAAGAACTTTCAAACTTGCGGTAAATCAGT
TTGCTGATTTAACCAATGACGAATTCTGTTCCATGTACACTGGTTTCAAAGGTGTCTCGGCATTATCTAGCCAA
AGCCAAACTAAAATGTCGCCGTTTAGGTACCAAAACGTTTCTTCTGGTGCTTTGCCGGTTTCTGTTGACTGGAG
GAAGAAAGGAGCTGTGACCCCTATCAAGAATCAAGGCAGCTGCGGTATAACTCAAATCTTTATTCATATATATA
TAAGTGAAATCAAATTGAACCAACCGAAATTTAGTATTCAATCAATTTGAGTTAATTCATAGTGAACAAACCGA
TCCAAACCAAATCCATAGTGTAACTGACCGATCGATAACCATATTTTTATTAAATTTTTCTATGTTAAGTTATA
TATATTTTGTTTCATACCGTTTTATTGAGATATGTAGTTAGGCACATGAAAATATTTATGATAGTAACACTAAT
GAGTGATGTTTTCGTAGGATGTTGTTGGGCGTTTTCAGCGGTTGCGGCTATTGAAGGAGCAACACAAATAAAGA
AAGGGAAACTTATATCTTTGTCAGAACAACAGCTTGTTGATTGCGACACAAACGATTTTGGCTGCGAAGGCGGT
TTAATGGATACTGCGTTTGAGCATATAAAAGCGACTGGCGGCTTGACAACTGAGTCAGATTATCCTTACAAAGG
CGAAGACGCTACTTGCAATTCCAAAAAGACCAATCCAAAAGCAACTTCTATTACAGGTTATGAGGATGTCCCGG
TTAATGATGAGCAAGCACTGATGAAGGCAGTGGCACACCAACCGGTTAGCGTTGGAATTGAAGGAGGTGGTTTT
GATTTCCAATTCTATTCGTCTGGTGTGTTCACTGGAGAGTGCACTACGTATCTTGATCATGCAGTAACTGCGAT
TGGATACGGCGAATCTACTAACGGCTCAAAGTATTGGATCATCAAGAATTCATGGGGAACAAAATGGGGAGAAA
GTGGATATATGAGGATTCAAAAAGATGTCAAGGATAAACAAGGACTATGTGGTCTTGCCATGAAAGCTTCTTAC
CCAACTATATGAATTCAAAACCGTGTTAAGCTTTTAATTGTGTATGTTTGTGTGGGATTGATGTCTAAAAATAA
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TTTGAATTGTTTTATGTAAAAAATTGTATTTAGACTGTTGTATGCATTTTATGAAATTGTAAGCTTATGTAATG
AAGGATTGATAATTTTCGAAATGTTTCTTTC CA
 
Promotor 35S (promotor del gen 35S del CaMV) 
 
AGAGATAGATTTGTAGAGAGAGACTGGTGATTTCAGCGTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGA
GGAAGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGATATCACATCAATCCACTTG
CTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCAC
TGTCGGCAGAGGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTTGTAGGTGCCACCTTCCTTT
TCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTG
TTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGT
GCTCCACCATGTTATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTC
CTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCA
ATGATGGCATTTGTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGA
ATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCT
TTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGTGCTCCACCATGTTGGCAAGCTGCTCTAGCCAATACGC 
 
 
ANEXO 3. 
 
Posibles valores predeterminados que puede tomar cada descriptor de hoja, tallo y 
raíz, según Goncalves y Guevara, 1998. 
 
Descriptor Valor Característica 
3 Verde claro 
5 Verde oscuro 
7 Verde morado Color de la hoja apical  
9 Morado 
3 Verde claro 
5 Verde oscuro 
7 Verde morado Color de la hoja desplegada  
9 morado 
0 Ausente Pubescencia en las hojas apicales 1 Presente 
3 Verde 
5 Rojo en menos de la mitad del lóbulo 
7 Rojo en mas de la mitad del lóbulo Color de la nervadura de la hoja 
9 Toda roja 
1 Tres lóbulos 
3 Cinco lóbulos 
5 Siete lóbulos 
7 Nueve lóbulos 
Número de lóbulos 
9 Once lóbulos 
1 Ovoide 
2 Elíptica lanceolada 
3 Obovada lanceolada 
4 Oblongo lanceolada 
5 Lanceolada 
6 Recta o linear 
7 Pandurada 
8 Linear piramidal 
9 Linear pandurada 
Forma del lóbulo 
10 Linear hostatilobada 
1 Verde amarillo 
2 Verde 
3 Verde con poco rojo 
Color del pecíolo 
5 Rojo con poco verde 
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7 Rojo 
9 Morado 
3 Liso Sinuosidad del lóbulo 7 Sinuoso 
1 Inclinado para arriba 
3 Horizontal 
5 Inclinado para abajo Posición del pecíolo 
7 Irregular 
1 Erecto 
2 Dicotómico 
3 Tricotómico Hábito de ramificación 
4 Tetratómico 
1 Recto Hábito de crecimiento del tallo 2 Zig-Zag 
1 Crema 
2 Marrón claro 
3 Marrón oscuro Color epidermis del tallo 
4 Naranja 
Color corteza de tallo 1 Amarillo 
 2 Verde claro 
 3 Verde oscuro 
3 Naranja 
4 Verde amarillo 
5 Dorado 
6 Marrón claro 
7 Plateado 
8 Cenizo 
Color externo del tallo 
9 Marrón oscuro 
3 Verde 
5 Verde morado Color de las ramas terminales 
7 Morado 
0 Ausente Floración 1 Presente 
1 Compacta 
2 Abierta 
3 Parasol Tipo de planta 
4 Cilíndrica 
1 Cónica 
2 Cónica cilíndrica 
3 Cilíndrica Forma de la raíz 
4 Irregular 
3 Corto (< 7 cm.) 
5 Medio (8 a 15 cm.) Longitud de la filotaxia 
7 Largo (> 15 cm.) 
0 Sesil 
3 Pedunculada Pedúnculo en la raíz 
5 Mixto 
1 Blanco o crema 
2 Amarillo 
3 Marrón claro Color externo de la raíz 
4 Marrón oscuro 
1 Blanco o crema 
2 Amarillo 
3 Rosado Color corteza de la raíz 
4 Morado 
1 Blanca 
2 Crema 
3 Amarilla Color pulpa de la raíz 
4 Rosada 
3 Lisa Textura epidermis de la raíz 7 Rugosa 
1 Pocas o ninguna 
2 Medias Constricciones de la raíz 
3 Muchas 
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1 Buena 
2 regular Retención de hojas 1
3 Poca 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 4. 
            Número de lóbulos de la hoja por clon 
 
           Frequency       
           Expected        
           Cell Chi-Square 
           Percent         
           Row Pct         
           Col Pct  d  |Control |L.529-28|L.529-48|  Total 
           ------------+--------+--------+--------+ 
        7  lob         |     32 |     39 |     20 |     91 
                       | 30.503 | 29.994 | 30.503 | 
                       | 0.0735 | 2.7039 | 3.6163 | 
                       |  17.88 |  21.79 |  11.17 |  50.84 
                       |  35.16 |  42.86 |  21.98 | 
                       |  53.33 |  66.10 |  33.33 | 
        ---------------+--------+--------+--------+ 
        9  lob         |     28 |     20 |     40 |     88 
                       | 29.497 | 29.006 | 29.497 | 
                       |  0.076 |  2.796 | 3.7396 | 
                       |  15.64 |  11.17 |  22.35 |  49.16 
                       |  31.82 |  22.73 |  45.45 | 
                       |  46.67 |  33.90 |  66.67 | 
        ---------------+--------+--------+--------+ 
        Total                60       59       60      179 
                          33.52    32.96    33.52   100.00 
 
 
                        Frequency Missing = 1 
                       Statistics for Table of numl by gen 
 
                       Statistic                     DF       Value      Prob 
                       ------------------------------------------------------ 
                       Chi-Square                     2     13.0054    0.0015 
                       Likelihood Ratio Chi-Square    2     13.2416    0.0013 
                       Mantel-Haenszel Chi-Square     1      4.7745    0.0289 
                       Phi Coefficient                       0.2695           
                       Contingency Coefficient               0.2603           
                       Cramer's V                            0.2695           
                       Effective Sample Size = 179 
                       Frequency Missing = 1 
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ANEXO 5. 
 
Longitud promedio del lóbulo central de la hoja para ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad Promedios
Control L28 L48 Control L28 L48 
19.0   18.0    
 19.5   18.6   
  19.3   19.0  0.75x1 
19.3 BC (*) 18.5C(*) 
20.7   20.0    
 19.6   20.3   
  21.5   20.1  
1x1 
20.6 A(*) 20.1 AB(*) 
       
       
       Promedios 
  
(*) Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes P>0.05.  No aparecen letras 
en promedios correspondientes a las fuentes de variación que según el ANOVA no fueron 
significativas (en todas las tablas). 
 
 
 
ANEXO 6. 
 
Ancho promedio  del lóbulo central de la hoja para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado 
Densidad 
Control L28 L48 Control L28 
Promedios 
L48 
4.9   4.6    
 5.3   5.2   
  5   4.9  
0.75x1 
5.0(BC) 4.9(C)  
5.3   5.1    
 5.5   5.6   
  5.6   5.1  
1x1 
5.5(A) 5.3(AB)  
5.1   4.9   5.0(B) 
 5.4   5.4  5.4(A) 
  5.3   5.0 5.2(B) 
Promedios 
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ANEXO 7. 
 
Relación Longitud/Ancho promedio del lóbulo central de la hoja para clones 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios 
3.8   3.8    
 3.6   3.6   
  3.9   3.8  0.75x1 
   
3.8   3.9    
 3.5   3.6   
  3.8   3.9  1x1 
   
3.8   3.8   3.8(A) 
 3.6   3.6  3.6(B) 
  3.8   3.8 3.8(A) Promedios 
   
 
ANEXO 8. 
 
Longitud promedio del pecíolo para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios 
29.7   28.5    
 30.6   30.5   
  26.5   26.8  0.75x1 
28.9(C) 28.6(C)  
32.6   30.5    
 33.4   33.6   
  29.8   28.5  1x1 
31.9(A) 30.9(B)  
31.1   29.5   30.6(B) 
 32.0   32.0  32.0(A) 
  28.1   27.6 28.0(C) Promedios 
   
 
ANEXO 9. 
Altura promedio de planta (1a parte) para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios 
193.5   170.8    
 197.6   181.5   
  194.7   206.0  0.75x1 
195.5(C) 186.1(D)  
245.2   218.5    
 222.2   215.0   
  255.0   226.5  1x1 
240.8(A) 220.0(B)  
219.3   194.6   211.1(B) 
 210.2   198.2  206.2(B) 
  224.8   216.2 222.0(A) Promedios 
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ANEXO 10. 
 
Porción promedia de follaje (%) (1a parte) para clones 
 
Fertilizado No fertilizado 
Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios 
0.552   0.576    
 0.578   0.612   
  0.585   0.600  
0.75x1 
   
0.533   0.530    
 0.607   0.675   
  0.566   0.554  
1x1 
   
0.542   0.553   0.546(B) 
 0.593   0.643  0.610(A) 
  0.575   0.577 0.576(AB) 
Promedios 
   
 
 
ANEXO 11. 
 
Altura promedio de la planta en cosecha para clones 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios 
248.2   237.5    
 260.0   236.0   
  281.2   277.5  0.75x1 
   
267.5   240.0    
 257.7   263.0   
  309.2   309.5  1x1 
   
257.8   238.7   251.5(B) 
 258.8   249.5  255.7(B) 
  295.2   293.5 294.6(A) Promedios 
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ANEXO 12. 
 
ANOVA para porción de follaje en cosecha. 
 
                                      Sum of 
 Source                    DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
 Model                     17      0.24564324      0.01444960       1.97    0.0162 
 Error                    156      1.14483108      0.00733866                      
 Corrected Total          173      1.39047432                                      
 
R-Square     Coeff Var      Root MSE    relfol2 Mean 
 
0.176661      34.28984      0.085666        0.249829 
 
 
Source                   DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                      3      0.08567204      0.02855735       3.89    0.0102 
rep(trat)                 2      0.02666223      0.01333112       1.82    0.1660 
gen                       2      0.00569205      0.00284603       0.39    0.6792 
trat*gen                  6      0.07051664      0.01175277       1.60    0.1502 
rep*gen(trat)             4      0.04502384      0.01125596       1.53    0.1950 
 
Tests of Hypotheses Using the Type III MS for rep(trat) as an Error Term 
  
Source                   DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                      3      0.08567204      0.02855735       2.14    0.3340  
 
ANEXO 13. 
 
 Altura promedio de la  primera ramificación para clones 
. 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
89.7   87.5    
 100.5   94.4   
  110.5   133.0  0.75x1 
  
78.5   82.5    
 106.5   105.5   
  112.0   116.0  1x1 
  
84.1   84.7   84.3(C) 
 103.5   100.2  102.5(B) 
  111.2   124.5 115.7(A) Promedios 
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ANEXO 14. 
 
Niveles de ramificación promedio para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
3.7   3.1    
 3.3   3.1   
  2.8   2.0  0.75x1 
3.3(A) 2.7(B) 
3.5   3.0    
 3.1   3.2   
  3.1   2.9  1x1 
3.2(AB) 3.0(A) 
3.6   3.0   3.4(A) 
 3.2   3.1  3.1(B) 
  3.0   2.4 2.8(C) Promedios 
  
 
 
 
 
 
ANEXO 15. 
 
Separación de medias de ángulo de ramificación para clones 
 
Ryan-Einot-Gabriel-Welsch Multiple Range Test for angr 
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate. 
 
Alpha                           0.05 
Error Degrees of Freedom         157 
Error Mean Square           9.240424 
Harmonic Mean of Cell Sizes 58.32955 
 
NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
Number of Means              2              3 
Critical Range       1.1117968       1.331886 
 
Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
REGWQ Grouping          Mean      N    gen 
 
                                 A       36.4407     59    L.529-48 
                                 A                                  
                                 A       36.3362     58    Control  
                                 A                                  
                                A       35.1293     58    L.529-28  
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ANEXO 15 A. 
 
Angulo de ramificación promedio para ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
35.8750   37.1875    
 35.8750   34.4444   
  35.3947   35.7500  0.75x1 
35.43   (B) 35.74   (AB) 
36.7500   35.7500    
 35.3750   35.5000   
  37.1250   37.7500  1x1 
36.41    (A) 36.33   (A) 
       
       
       Promedios 
  
  
   
ANEXO 16. 
 
Peso total promedio de  parte aérea para ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
3.3   3.3    
 3.6   3.5   
  3.3   2.3  0.75x1 
3.4(BC) 3.0(D) 
4.5   3.2    
 3.6   3.8   
  4.6   3.6  1x1 
4.2(A) 3.5 (BD) 
       
       
       Promedios 
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ANEXO 17. 
 
ANOVA para peso de raíz fresca cosechada 
 
                                     Sum of 
 Source                   DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
 Model                    17      98.2401651       5.7788332       1.18    0.2875 
 Error                    157     769.6257778      4.9020750                      
 Corrected Total          174     867.8659429                                      
 
 
R-Square     Coeff Var      Root MSE      krz Mean 
 
0.113197      74.71289      2.214063      2.963429 
 
 
 Source                  DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
 trat                     3     17.82737152      5.94245717       1.21    0.3072 
 rep(trat)                2      1.23988294      0.61994147       0.13    0.8813 
 gen                      2     29.48370802     14.74185401       3.01    0.0523 
 trat*gen                 6     31.47535201      5.24589200       1.07    0.3828 
 rep*gen(trat)            4     17.62963392      4.40740848       0.90    0.4661 
 
 
Tests of Hypotheses Using the Type III MS for rep(trat) as an Error Term 
  
 Source                   DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
 trat                      3     17.82737152      5.94245717       9.59    0.0959 
 
 
ANEXO 17A. 
 
Rendimiento promedio en raíces frescas (Kg./planta) para ambientes y clones 
 
Fertilizado No fertilizado 
Densidad Control L28 L48 Control L28 L48 Promedios
3.085     3.675     3.380 
  2.668     3.011   2.840 
    2.311     1.820 2.065 
0.75x1 2.688 2.835 2.762 
3.545     4.300     3.923 
  1.950     3.330   2.640 
    3.450     3.240 3.345 
1x1 2.982 3.623 3.303 
3.315     3.988     3.651 A 
  2.309     3.171   2.740 A 
    2.880     2.530 2.705 A 
Promedios 2.835 3.229 3.032 
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ANEXO 17B. 
 
Distribución espacial de los pesos de raíz por planta, de los clones 60444 
(Control), 529-28 y 529-48. La amplia variabilidad de los datos no permite 
establecer diferencias (los colores indican la escala de peso). Se observa 
distribución aleatoria en la distribución de pesos de raíz sugiriendo homogeneidad 
en la condiciones del suelo. 
 
                       Densidad 1x1m                                       Densidad 1x0.75m 
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ANEXO 18. 
 
ANOVA de índice de cosecha para clones 
 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
Model                       71      8.29228379      0.11679273       1.54    0.0230 
Error                      103      7.82966492      0.07601616                      
 
                    Corrected Total            174     16.12194871                                     
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE       ic Mean 
 
                        0.514347      61.96530      0.275710      0.444943 
 
   Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
   trat                         3      1.96208005      0.65402668       8.60    <.0001 
   rep(trat)                    2      0.05970235      0.02985118       0.39    0.6762 
   pl(trat*rep)                54      4.74414361      0.08785451       1.16    0.2623 
   gen                          2      1.21600282      0.60800141       8.00    0.0006 
   trat*gen                     6      0.30638105      0.05106351       0.67    0.6727 
   rep*gen(trat)                4      0.14601200      0.03650300       0.48    0.7502 
 
       Tests of Hypotheses Using the Type III MS for pl(trat*rep) as an Error Term 
  
   Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
   trat                         3      1.96208005      0.65402668       7.44    0.0003 
 
 
ANEXO 18A. 
 
Índice de cosecha I.C promedio para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
0.41   0.51    
 0.35   0.37   
  0.38   0.34  0.75x1 
0.437(B) 0.476(B) 
0.38   0.53    
 0.27   0.41   
  0.39   0.43  1x1 
0.409(C) 0.503(A) 
0.40   0.52   0.486(A) 
 0.31   0.39  0.412(B) 
  0.48   0.39 0.428(B) Promedios 
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ANEXO 19. 
 
Peso del follaje promedio para clones 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
0.38   0.30    
 0.53   0.38   
  0.50   0.29  0.75x1 
  
0.46   0.34    
 0.66   0.85   
  0.73   0.64  1x1 
  
0.42   0.32   0.39(B) 
 0.60   0.63  0.61(A) 
  0.62   0.46 0.56(A) Promedios 
  
 
 
 
ANEXO 19A. 
Tabla de precipitación vs. evaporación mes a mes, presentados durante los diez 
meses del ensayo. De Septiembre de 2006 a Julio de 2007, Datos tomados del 
archivo meteorológico del CIAT, Palmira. 
 
mes Precip./mes (mm.) Evap./mes (mm.) 
1 8.7 159.3 
2 111.2 147.6 
3 120.3 118.6 
4 108.9 127.7 
5 27.1 153.9 
6 4.1 153.8 
7 58.8 136.2 
8 194.7 122 
9 75.5 122.4 
10 22.4 135.6 
11 37.1 151.4 
Total 768.8 1528.5 
Diferencia -759.7 
 
 
 101
ANEXO 19B. 
 
Gráfica de comportamiento de las precipitaciones vs. evaporaciones registradas 
durante el periodo del ensayo (Tabla del Anexo 28 A.) 
 
0
50
100
150
200
250
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Meses
m
m
Evaporación
Precipitación
 
 
 
 
ANEXO 19C. 
 
Tabla de regimenes de temperaturas mínimas y máximas mes a mes, presentados 
durante los diez meses del ensayo. De Septiembre de 2006 a Julio de 2007. Datos 
tomados del archivo meteorológico del CIAT, Palmira. 
 
Mes Temp. Max. °C Temp. Min. °C 
1 31.45 19.05 
2 30.94 19.62 
3 29.35 19.22 
4 28.41 19.37 
5 31.53 19.86 
6 31.78 18.65 
7 30.63 19.74 
8 28.77 19.41 
9 28.47 19.16 
10 29.76 18.87 
11 31.31 18.81 
Promedio 30.22 19.25 
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ANEXO 19D. 
Gráfica de comportamiento de las temperaturas, diurnas y nocturnas registradas 
durante el periodo del ensayo (Tabla del Anexo 28 C). 
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ANEXO 20. 
 
Porcentaje de materia seca promedio en las raíces, estimado para clones y 
ambientes. 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
43.6   41.3    
 41.5   40.6   
  40.0   39.6  0.75x1 
41.7(A) 40.5(A) 
41.3   42.4    
 40.2   40.3   
  38.8   42.1  1x1 
40.1(A) 41.6(A) 
42.4   41.86   42.1(A) 
 40.8   40.4  40.6(B) 
  39.4   40.8 40.1(B) Promedios 
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ANEXO 20A.  
 
Promedios de rendimiento en materia seca en Ton./ha. Datos generados,  no 
sometidos a análisis estadístico. 
 
Fertilizado No fertilizado 
Densidad Control L28 L48 Control L28 L48 Promedios
17.960     20.248     19.104 
  14.782     16.318   15.550 
    12.348     9.630 10.989 
0.75x1 15.030 15.399 15.214 
14.673     18.268     16.470 
  7.856     13.443   10.650 
    13.424     13.653 13.539 
1x1 11.984 15.121 13.553 
16.316     19.258     17.787 
  11.319     14.880   13.100 
    12.886     11.642 12.264 
Promedios 13.507 15.260 14.384 
 
ANEXO 21 
 
Contenido promedio de ácido cianhídrico total en la raíz para clones 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
211.6   190.3    
 212.3   200.3   
  147.0   131.3  0.75x1 
  
165.0   162.0    
 137.6   221.0   
  165.0   114.6  1x1 
  
188.0   176.1   182.0(A) 
 175.0   210.6  192.8(A) 
  156.0   123.0 139.5(B) Promedios 
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ANEXO 22 
 
Contenido de amilosa promedio para clones, ambientes e interacción fertilidad por 
densidad. 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
20.6   21.6   21.1 
 19.7   20.9  20.35 
  19.8   21.0 20.4 0.75x1 
20.1(BC) 21.2(A) 20.6(A)
21.1   19.9   20.5 
 20.3   19.3  19.86 
  20.1   19.1 19.65 1x1 
20.5(AB) 19.5(C) 20.0(B)
20.9   20.8   20.8(A) 
 20.6   20.1  20.1(B) 
  20.0   20.1 20.0(B) 
Promedio
s 
  
 
 
 
 
ANEXO 23. 
 
Separación de medias para contenido de citoquininas en hojas apicales. 
 
The GLM Procedure 
Ryan-Einot-Gabriel-Welsch Multiple Range Test for ckap  (Citoquininas hoja apical) 
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate. 
 
Alpha                        0.05 
Error Degrees of Freedom      168 
Error Mean Square        7.964405 
 
                         Number of Means          2              3 
Critical Range       1.0171946      1.2184147 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
  
REGWQ Grouping          Mean      N    gen 
 
                                        A        3.6045     60    c   
                                        A                             
                                        A        3.4413     60    28  
                                        A                             
                                        A        3.3760     60    48  
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ANEXO 24 
ANOVA para contenido de zeatina en hojas basales 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
Model                       17     157.2939361       9.2525845       2.38    0.0026 
Error                      162     628.5906300       3.8801891                      
Corrected Total            179     785.8845661                                      
 
                   R-Square     Coeff Var      Root MSE     ckba Mean 
                   0.200149      99.62280      1.969820      1.977278 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                         3     49.62689944     16.54229981       4.26    0.0063 
blq(trat)                    2      9.22556333      4.61278167       1.19    0.3072 
gen                          2     57.46075373     28.73037686       7.40    0.0008 
trat*gen                     6     25.63867222      4.27311204       1.10    0.3639 
blq*gen(trat)                4     18.63894667      4.65973667       1.20    0.3125 
 
         Tests of Hypotheses Using the Type III MS for blq(trat) as an Error Term 
 
  Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
  trat                         3     49.62689944     16.54229981       3.59    0.2257 
 
 
 
ANEXO 25 
ANOVA para contenido de ABA en hojas apicales. 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
Model                       17      753.732030       44.337178       1.20    0.2713 
Error                      161     5956.873290       36.999213                      
Corrected Total            178     6710.605320                                      
 
              R-Square     Coeff Var      Root MSE     abap Mean 
              0.112320      108.0280      6.082698      5.630670 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                         3      69.6401347      23.2133782       0.63    0.5983 
blq(trat)                    2      48.7929562      24.3964781       0.66    0.5186 
gen                          2     306.3074779     153.1537389       4.14    0.0177 
trat*gen                     6     147.7697843      24.6282974       0.67    0.6775 
blq*gen(trat)                4     136.4030357      34.1007589       0.92    0.4529 
 
 
        Tests of Hypotheses Using the Type III MS for blq(trat) as an Error Term 
  
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
trat                         3     69.64013472     23.21337824       0.95    0.5491 
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ANEXO 26 
ANOVA para contenido de ácido abscícico en hojas basales. 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
Model                       17     1381.015731       81.236219       2.25    0.0048 
Error                      160     5780.518719       36.128242                      
Corrected Total            177     7161.534449                                      
 
                    R-Square     Coeff Var      Root MSE     abba Mean 
                    0.192838      124.0608      6.010677      4.844944 
 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                         3     448.7281669     149.5760556       4.14    0.0074 
blq(trat)                    2     111.9547403      55.9773702       1.55    0.2155 
gen                          2     310.0576500     155.0288250       4.29    0.0153 
trat*gen                     6     514.4479161      85.7413193       2.37    0.0318 
blq*gen(trat)                4      63.3198259      15.8299565       0.44    0.7809 
 
 
           Tests of Hypotheses Using the Type III MS for blq(trat) as an Error Term 
  
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
trat                         3     448.7281669     149.5760556       2.67    0.2840 
 
 
 
 
 
ANEXO 26A 
 
Contenido promedio de ABA en hojas basales para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
0.225       0.331      6.585 
 0.330      5.389  5.746 
  0.330      0.258     4.017 0.75x1 
5.536AB 5.326AB 5.465 
0.120     0.200      5.767 
 0.168      0.171      4.124 
  0.184      0.174    2.777 1x1 
2.766 B 7.240 A 4.224 
4.356   9.815   6.176 A 
 4.734   5.400  4.948 AB 
  3.307   3.542 3.387 B Promedios 
4.139 6.266 
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ANEXO 27 
ANOVA para contenido de ABA en la zona de abscisión de la hoja 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
Model                       17      4.33948605      0.25526389       1.43    0.1270 
Error                      160     28.48360889      0.17802256                      
Corrected Total            177     32.82309494                                      
 
                R-Square     Coeff Var      Root MSE     abab Mean 
                0.132208      162.3850      0.421927      0.259831 
 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                         3      2.21482363      0.73827454       4.15    0.0073 
blq(trat)                    2      0.00915947      0.00457974       0.03    0.9746 
gen                          2      0.66434584      0.33217292       1.87    0.1581 
trat*gen                     6      1.57029331      0.26171555       1.47    0.1916 
blq*gen(trat)                4      0.02700870      0.00675218       0.04    0.9972 
 
 
         Tests of Hypotheses Using the Type III MS for blq(trat) as an Error Term 
  
   Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
   trat                         3      2.21482363      0.73827454     161.20    0.0062 
 
 
 
ANEXO 27A 
 
Contenido de ABA promedios  en tejidos de la zona de abscisión para ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
6.76   6.22    
 5.92   0.824     
  3.83   4.36  0.75x1 
0.294 AB 0.471 A 
1.94   13.40    
 3.54   5.41   
  2.80   2.72  1x1 
0.157 B 0.181 B 
       
       
       Promedios 
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ANEXO 28 
 
ANOVA para contenido de ABA en tejidos de tallo 
 
 
                                       Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
Model                       17      5.50337035      0.32372767       5.20    <.0001 
Error                      161     10.01549222      0.06220803                      
Corrected Total            178     15.51886257                                      
 
               R-Square     Coeff Var      Root MSE     abst Mean 
               0.354625      55.91152      0.249415      0.446089 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
trat                         3      2.74265165      0.91421722      14.70    <.0001 
blq(trat)                    2      0.02756417      0.01378209       0.22    0.8015 
gen                          2      1.82278508      0.91139254      14.65    <.0001 
trat*gen                     6      0.83783047      0.13963841       2.24    0.0416 
blq*gen(trat)                4      0.31593433      0.07898358       1.27    0.2841 
 
 
    Tests of Hypotheses Using the Type III MS for blq(trat) as an Error Term 
 
Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
  trat                         3      2.74265165      0.91421722      66.33    0.0149 
 
 
 
ANEXO 28A 
 
Contenido de ABA promedio en tejidos de tallo para clones y ambientes 
 
Fertilizado No fertilizado Densidad 
Control L28 L48 Control L28 L48 
Promedios
0.307   0.248   0.287 
 0.391   0.44  0.407 
  0.326   0.300 0.317 0.75x1 
0.341C 0.329 C 0.337 
0.437   0.483   0.453 
 0.619   1.006  0.748 
  0.431   0.527 0.463 1x1 
0.496 B 0.672 A 0.555 
0.370   0.365   0.368 B 
 0.505   0.723  0.577 A 
  0.378   0.413 0.390 B Promedios 
0.418 0.500  
 
 
 109
